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1 Einleitung 
1 
 
1 Einleitung 
1.1 Mechanoelektrische Transduktion im Innenohr 
Das Ohr als Sinnesorgan ist sowohl für die Wahrnehmung von akustischen 
Reizen wie auch für den Gleichgewichtssinn entscheidend.  
Ausgangspunkt des Hörvorgangs sind Druckschwankungen der Luft, die den 
adäquaten Reiz zur Geräuschwahrnehmung darstellen. Das Schallsignal wird 
über Luft, Knochen und Flüssigkeit vom Außenohr und Mittelohr zum 
Corti-Organ des Innenohrs geleitet und dort in einen Nervenimpuls 
umgewandelt. 
1.1.1 Anatomischer Aufbau des Ohrs 
Das Ohr des Menschen wird anatomisch in drei Bereiche eingeteilt. Das 
Außenohr setzt sich aus Ohrmuschel und dem äußeren Gehörgang zusammen. 
Das Trommelfell stellt die Grenze zum luftgefüllten Mittelohr, mit den 
Gehörknöchelchen und zwei Mittelohrmuskeln, dar. Der Hammer (Malleus) sitzt 
dem Trommelfell auf und ist über den Amboss (Incus) mit dem Steigbügel 
(Stapes) verbunden. Der Steigbügel liegt freibeweglich dem ovalen Fenster an, 
welches bereits dem Innenohr angehört. Das Innenohr, in das knöcherne 
Labyrinth eingebettet, enthält den Vestibularapparat für den Gleichgewichtssinn 
und die Cochlea für den Hörsinn (s. Abb. 1 a).  
Die für die Schallverarbeitung entscheidende knöcherne Cochlea ist beim 
Menschen in Form eines Schneckenhauses in zweieinhalb Windungen 
aufgerollt. Im Querschnitt der Cochlea zeigen sich drei parallel verlaufende 
flüssigkeitsgefüllte Gänge. Der obere Gang, die Scala vestibuli, und der untere 
Gang, die Scala tympani, stehen an der Schneckenspitze, dem Helicotrema, in 
Verbindung und sind mit Perilymphe gefüllt (s. Abb. 1 b). Die Perilymphe 
entspricht in ihrer Zusammensetzung einer extrazellulären Flüssigkeit mit 
niedriger Kaliumkonzentration. Die Scala media, die auch das Corti-Organ, das 
Transformationsorgan des Ohres, enthält, ist mit Endolymphe gefüllt. Die 
Endolymphe hat eine höhere Kaliumkonzentration (ca. 150 mM) und eine 
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geringe Natriumkonzentration (ca. 2 mM) als die Endolymphe. Mit +85 mV 
besteht ein stark positives Potenzial der Endolymphe gegenüber der 
Perilymphe, welches über eine Na+/K+-ATPase der Stria vascularis an der 
Außenseite der Scala media aufrecht erhalten wird. Die Basilarmembran, auf 
der das Corti-Organ sitzt, bildet die Grenze zur Scala tympani und die Reissner 
Membran die Grenze zur Scala vestibuli. Das Corti-Organ enthält die 
Rezeptorzellen, die Haarsinneszellen, sowie verschiedene Formen von 
Stützzellen und wird apikal von der Tektorialmembran begrenzt (s. Abb. 1 c). 
(Anderhuber F., Pera F., Streicher J.: Waldeyer – Anatomie des Menschen 
(2012) De Gruyter). 
 
Abbildung 1 Das menschliche Ohr (entnommen aus Frolenkov et al. 2004, mit 
freundlicher Genehmigung zur Veröffentlichung durch Nature Reviews Genetics) 
a: Schematischer Schnitt durch das menschliche Ohr. b: Schematischer Schnitt durch 
die Cochlea. c: Schematische Darstellung des Corti-Organs. 
 
1.1.1.1 Haarsinneszellen  
Die im Corti-Organ befindlichen Haarsinneszellen sind die Rezeptorzellen des 
Hörorgans und besitzen die Fähigkeit der mechanoelektrischen Transduktion 
(Hudspeth 1989). Sie stellen die Gemeinsamkeit des Hörorgans zwischen 
Säugetieren und Nicht-Säugetieren dar, auch wenn die weiteren 
physiologischen Mechanismen zwischen verschiedenen Spezies 
unterschiedlich sind. In den Haarsinneszellen kommt es zur Aufnahme und 
Umwandlung des mechanischen Stimulus in ein intrazelluläres Potenzial und 
schließlich afferentes Nervensignal.  
Die Rezeptorzellen lassen sich in eine Reihe innere und drei parallele Reihen 
äußere Haarzellen unterscheiden. Wie der Name der Zellen impliziert, befindet 
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sich ein sogenanntes, in der Kutikularplatte verankertes Haarbündel aus 
Stereozilien und einem Kinozilium am apikalen Ende der Sinneszellen 
(s. Abb. 2 a). Dieses Haarbündel ist das mechanosensitive Organell der 
Rezeptorzellen und ragt in die Endolymphe der Scala media hinein (Vollrath et 
al. 2007). Das Kinozilium enthält Mikrotubuli und entwickelt sich beim Menschen 
kurz nach der Geburt zurück. Die etwa 100 Stereozilien, die aus 
querverbundenen Aktinfilamenten bestehen (Tilney et al. 1980, Flock et 
al. 1981), positionieren sich pro Bündel in treppenförmig ansteigender Höhe 
zum Kinozilium hin (Durvall et al. 1966). Die Stereozilien eines Haarbündels 
sind über verschiedene Arten von extrazellulären Strukturen untereinander 
verbunden. Hierzu zählen die Ankle Links, Side Links, Top Links und Tip Links, 
welche die Stereozilien von der Spitze zur Seite der nächst größeren Stereozilie 
verbinden (Jacobs & Hudspeth 1990, Assad et al. 1991) (s. Abb. 2 b). Zum 
Basalansatz hin verjüngen sich die Stereozilien, sodass es an diesem basalen 
Punkt zu einer Beugung der Stereozilien kommen kann (Tilney et al. 1983). Die 
größeren Stereozilien der äußeren Haarzellen stehen an ihrem apikalen Ende 
mit der Tektorialmembran in Kontakt, während die Stereozilien der inneren 
Haarzellen frei in die Endolymphe hineinragen.  
Die Haarzellen sind sekundäre Rezeptorzellen und leiten das generierte 
Rezeptorpotenzial über Synapsen an Bipolarzellen weiter. Die proximalen 
Fortsätze der Bipolarzellen bilden den Nervus vestibulocochlearis (Nervus VIII), 
der durch den inneren Gehörgang zieht und über die Hörbahn mit dem 
auditiven Cortex verbunden ist. 
1.1.2 Physiologie des Hörvorgangs 
Der Schall wird über das Außenohr aufgenommen und zum Trommelfell 
geleitet, wodurch es im Mittelohr zur Schallweiterleitung und 
Impedanzanpassung kommt. Ohne die Impedanzanpassung, eine Anpassung 
der verschiedenen mechanischen Widerstände im Hörorgan, würden 99% der 
Schallenergie verloren gehen. Durch schallinduzierte Vibrationen des 
Trommelfells wird die Schallenergie aus dem lufthaltigen äußeren Ohr über die 
Gehörknöchelchenkette auf die mit Flüssigkeit gefüllten Räume des Innenohrs 
weitergeleitet. Der über den Steigbügel auf das ovale Fenster übertragene 
Druck führt zu folgendem Mechanismus im Innenohr: Da die Perilymphe 
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inkomprimierbar ist, kommt es zu einer Flüssigkeitsverschiebung zwischen den 
mit Perilypmhe gefüllten Scalae. Hierdurch wird die cochleäre Trennwand, die 
Basilarmembran, in Schwingungen versetzt und es kommt zur Ausbildung einer 
Wanderwelle. Die sich vom ovalen Fenster zum Helicotrema fortpflanzende 
Wanderwelle bildet aufgrund der mechanischen Eigenschaften der 
Basilarmembran an einer frequenzabhängigen Stelle ein Amplitudenmaximum 
aus (Tonotopie). Dieses bedeutet, dass verschiedene Frequenzen auf 
unterschiedliche Bereiche der Cochlea projiziert werden.  
Durch Schwingung der Basilarmembran kommt es zu einer relativen 
Verschiebung des Corti-Organs gegenüber der Tektorialmembran. Da die 
Stereozilien der äußeren Haarsinneszellen mit der Tektorialmembran 
verbunden sind, kommt es zur Abscherung des Haarbündels durch diese 
Relativ-Bewegung. Die inneren Haarbündel werden durch die Bewegung der 
Endolymphe im Subtektorialraum ausgelenkt. Über die Verbindungen zwischen 
den einzelnen Stereozilien, insbesondere durch die Tip Links, wird das gesamte 
Haarzellbündel gleichgerichtet deflektiert (Gillespie & Walker 2001) 
(s. Abb. 2 c/d). Eine positive Deflektion der Stereozilien in die Richtung der 
größten Stereozilie depolarisiert die Zelle, eine Auslenkung in die 
entgegengesetzte Richtung führt zu einer Hyperpolarisation (Hudspeth & Corey 
1977, Shotwell et al. 1981).  
Die inneren Haarsinneszellen, die eigentlichen Sinneszellen des Ohres, 
erhalten ca. 95% der afferenten Hörnervenfasern, da sie den akustischen Reiz 
zur Hörrinde weiterleiten. Die äußeren Haarzellen erreichen viele efferente 
Nervenfasern, haben aber kaum afferente Verbindungen zum Gehirn. Eine 
Depolarisation der äußeren Haarzellen, durch Abscherung der 
Tektorialmembran gegenüber den Stereozilien, führt u. a. zu einer Kontraktion 
der Stereozilien. Hierdurch kommt es zu einer verstärkten Bewegung der 
Tektorialmembran, einer Zunahme der Bewegung der Endolymphe und damit 
zu einer Amplifikation der Auslenkung der Stereozilien der zugehörigen inneren 
Haarzellen (Brownell et al. 1985, Ashmore 1987). 
Zusammenfassend kommt es in den Haarsinneszellen durch den 
mechanischen Stimulus zu einer Generierung eines Nervenimpulses. Die 
Umwandlung eines mechanischen Stimulus in ein intrazelluläres Potenzial wird 
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als mechanoelektrische Transduktion bezeichnet. (Klinke R., Pape H.-C, 
Kurtz A., Silbernagl S.: Physiologie (2009) Thieme; Schmidt R. F., Lang F., 
Heckmann M.: Physiologie des Menschen (2010) Springer). 
 
Abbildung 2 Haarzellen (entnommen aus Vollrath et al. 2007, mit freundlicher 
Genehmigung zur Veröffentlichung durch Annual Review of Neuroscience) 
a: Haarbündel eines Ochsenfrosch-Sacculus mit ~60 Stereozilien und einem 
Kinozilium, direkt an der Reihe der höchsten Stereozilien lokalisiert (Maßbalken: 1 µm). 
b: Zwei Stereozilien und ein, die beiden Stereozilien verbindender, Tip Link 
(Maßbalken: 0,1 µm). c: Deflektion des Haarbündels zur größten Stereozilie. Die 
Spitzen der Stereozilien bleiben durch die Tip Links bei der Deflektion in Kontakt, 
spannen sich und übertragen die Bewegung untereinander. d: Schematische 
Darstellung der Tip Links. Scherbewegungen mit positiver Deflektion erhöhen die 
Spannung in den Tip Links.  
 
1.1.3 Haarzelltransduktionskanal 
Viele Sinneswahrnehmungen werden über mechanisch aktivierbare 
Ionenkanäle geleitet. Dies bedeutet, dass die Kanäle durch direkte, auf den 
Kanal wirkende, mechanische Kräfte geöffnet werden 
(Arnadottir & Chalfie 2010). Der Haarzelltransduktionskanal stellt die 
Schnittstelle für die mechanoelektrische Transduktion in den Haarsinneszellen 
dar. Die molekulare Identität des Haarzelltransduktionskanals ist trotz dieser 
Schlüsselfunktion im Hörprozess nicht bekannt. Dennoch konnten verschiedene 
Studien wichtige Eigenschaften dieses Kanals offenlegen (s. Reviews 
Fettiplace 2009, Gillespie & Müller 2009, Peng et al. 2011): 
Nach Eintreffen des mechanischen Stimulus auf die Haarzelle kommt es extrem 
schnell zur Öffnung des Kanals (<10 µs) (Corey & Hudspeth 1983, Ricci et 
al. 2005). Diese kurze Zeitkonstante macht eine Second Messenger Kaskade 
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sehr unwahrscheinlich und spricht für einen direkten Mechanismus der 
Kanalöffnung.  
Da die Deflektion des Haarbündels der entscheidende Stimulus zur Öffnung des 
Transduktionskanals ist, ist die Lokalisation des Kanals im Haarbündel von 
Bedeutung (Furness et al. 2009). Der Kanal befindet sich am distalen Ende der 
Stereozilien (Hudspeth 1982, Denk et al. 1995, Lumpkin & Hudspeth 1995). 
Beurg und Kollegen (Beurg et al. 2009) zeigten, dass der Transduktionskanal 
bei Säugetieren nur in den unteren zwei Reihen der Stereozilien des 
Haarbündels vorhanden ist, nicht jedoch in der Reihe der höchsten Stereozilien. 
Dies bedeutet, dass der Kanal nur nahe bei oder direkt an dem unteren Ende 
der Tip Links lokalisiert sein kann, jedoch nicht an beiden Enden der Tip Links. 
Der Transduktionskanal ist ein nicht-selektiver Kationen-Kanal mit Permeabilität 
für Alkali-Kationen und viele weitere divalente Kationen (Corey & Hudspeth 
1979, Ohmori 1985). Die Calcium-Permeabilität ist deutlich höher als die 
Permeabilität für Natrium und Kalium. Jedoch wirkt Calcium in millimolaren 
Konzentrationen als partieller Blocker und trägt somit zur schnellen Adaptation 
bei (Lumpkin et al. 1997; Ricci & Fettiplace 1998). In vivo wird ein Großteil des 
Transduktionsstroms von Kalium getragen, da das den Kanal umgebende 
Medium, die Endolymphe, kaliumreich und calciumarm ist (Ricci & 
Fettiplace 1998). Die Leitfähigkeit des Kanals ist mit 100 bis 300 pS sehr groß 
(Crawford et al. 1991, Geleoc et al. 1997, Ricci et al. 2003). Weiterhin ist der 
Kanal für kleine organische Kationen und fluoreszierende Farbstoffe wie 
FM1-43 durchlässig (Corey & Hudspeth 1979, Gale et al. 2001, Meyers et 
al. 2003, Farris et al. 2004). Es gibt keine hoch spezifischen Blocker für den 
Transduktionskanal, jedoch führen u. a. millimolare Konzentrationen von 
Aminoglykosiden, Amilorid und Analoga zu einer Blockierung des Kanals 
(Ohmori 1985, Kroese et al. 1989, Denk et al. 1992, Ricci 2002, Rüsch et 
al. 1994). Systematische Untersuchungen der Blockersubstanzen zeigten, dass 
die Pore einen Durchmesser von  ̴1,3 nm hat (Farris et al. 2004).  
1.1.4 Gating Spring Modell 
Verschiedene Modelle erklären, wie es durch den mechanischen Stimulus zur 
Öffnung des Transduktionskanals der Haarsinneszellen kommen kann 
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(Christensen & Corey 2007). Das Gating Spring Modell ist, entsprechend der 
aktuellen Studienlage, das naheliegenste Modell für diesen molekularen 
Mechanismus. 
Die Gating Spring Hypothese entstand aus Messungen zur mechanischen 
Kräfteübertragung zwischen den Stereozilien, die zeigten, dass diese Kräfte 
elastisch übermittelt werden. Die mechanische Kraft, die zur Öffnung des 
Kanals führt („Gating“) wird durch Dehnung einer elastischen Feder („Spring“) 
auf den Transduktionskanal weitergeleitet, wobei die 
Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals von der Spannung in diesen 
Ankerstrukturen abhängig ist (Corey & Hudspeth 1983, Gillespie & 
Walker 2001). Ursprünglich wurde davon ausgegangen, dass das anatomische 
Korrelat der Federstruktur die Tip Links sind, die durch die Deflektion gedehnt 
werden (Pickles et al. 1984). Neuere Studien zeigten jedoch, dass die Tip Links 
in ihrer Dehnungsfähigkeit zu steif sind, um tatsächlich diese elastische Feder 
zur Kraftübertragung zu bilden (Kachar et al. 2000). Aktuell wird von einer 
Ankerstruktur ausgegangen, die den Transduktionskanal an der zytosolischen 
Seite mit dem Zytoskelett verbindet (Corey & Sotomayor 2004, Sotomayor et 
al. 2005, Gillespie & Müller 2009) (s. Abb. 3). 
 
Abbildung 3 Gating Spring Modell (entnommen aus Christensen & Corey 2007, mit 
freundlicher Genehmigung zur Veröffentlichung durch Nature Reviews Neuroscience) 
Durch mechanische Kräfte wird die Spannung in Ankerstrukturen des 
Transduktionskanals erhöht und es kommt zur Öffnung des Transduktionskanals. 
a: Verbindung über intrazelluläre Ankerstrukturen. b: Verbindung über intra- und 
extrazelluläre Ankerstrukturen. 
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1.1.5 Adaptation  
Die Öffnungswahrscheinlichkeit des Transduktionskanals wird durch die 
Auslenkung des Haarbündels bestimmt. Eine Auslenkung in die Richtung der 
größten Stereozilienreihe führt zur Öffnung des Kanals. Die Bewegung der 
Stereozilien ist nur ca. 100 nm groß und damit kleiner als der Durchmesser der 
Stereozilien (Fettiplace & Ricci 2003). Damit der Transduktionskanal stets auf 
eintreffende Stimuli reagieren kann, gibt es verschiedene Calcium-kontrollierte 
Mechanismen der Adaptation (Eatock 2000). Eine dauerhafte Deflektion der 
Stereozilien führt zur Adaptation und damit zur Verringerung der 
Öffnungswahrscheinlichkeit der Kanäle. Initiiert werden diese Mechanismen 
durch den Einstrom von Calcium in die Stereozilien über die Calcium-selektiven 
Transduktionskanäle (Crawford et al. 1989, Ricci & Fettiplace 1998). Während 
und nach der Adaptation führen adäquate Stimuli erneut zur vollständigen 
Wiederöffnung der Kanäle (Eatock et al. 1987). 
Abhängig von Ausmaß und Geschwindigkeit der Deflektion können zwei 
verschiedene Adaptationsmechanismen unterschieden werden. Die 
Zeitkonstante der schnellen Adaptation (Kanal-Adaptation) mit durchschnittlich 
0,8 Millisekunden (Ricci & Fettiplace 1997, Fettiplace et al. 2001) ist deutlich 
schneller als die langsame Adaptation (Motor-Adaptation) mit 10 bis 
100 Millisekunden (Assad et al. 1989, Assad & Corey 1992). 
Durch die kurze Zeitkonstante bei der schnellen Adaptation wird vermutet, dass 
die Diffusionsdistanz der Calcium-Ionen zum Wirkort nur sehr kurz ist (15 bis 
35 nm von der Pore des Kanals entfernt) und es eine direkte Interaktion der 
Calcium-Ionen mit dem Transduktionskanal oder unmittelbar in der Nähe des 
Kanals gibt (Ricci & Fettiplace 1998). Wenn es zum Schluss der Kanäle kommt, 
steigt die Spannung in den Tip Links und das Stereozilienbündel wird in die 
negative Richtung gezogen (Choe et al. 1998). 
Die Hypothese für die langsame Adaptation besagt, dass es durch den 
Einstrom von Calcium zu einer Calcium-abhängigen Veränderung der 
Spannung in den elastischen Elementen durch ein Motorprotein kommt 
(Howard & Hudspeth 1987, Assad & Corey 1992). Holt und Gillespie 
beschrieben Myosin-1c als das entscheidende Protein in diesem Vorgang 
(Holt & Gillespie 2002). Durch die Deflektion der Stereozilien, somit 
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Calcium-abhängig, wandert das Motorprotein entlang von Aktinfilamenten im 
Stereozilium nach unten. Durch die darauf folgende Reduktion der Spannung 
der elastischen Elemente wird die Position des Transduktionskomplexes in den 
Stereozilien beeinflusst und es kommt zum Schluss des Transduktionskanals 
(Gillespie & Cry 2004, Spinelli & Gillespie 2009). 
1.2  NompC/TRPN1  
Durch die bekannten Eigenschaften des Haarzelltransduktionskanals kommen 
mehrere Kanäle als potenzielle Kandidaten für den mechanosensitiven 
Ionenkanal in Betracht. 
Generell muss das Schlüsselprotein in einem mechanoelektrischen 
Transduktionsprozess die folgenden Eigenschaften besitzen, um die Kriterien 
eines mechanosensitiven Ionenkanals zu erfüllen (Christensen & Corey 2007): 
1. Ein mechanischer Stimulus, welcher als mechanisches Korrelat darzustellen 
ist, führt zur Öffnung des Ionenkanals.  
2. Das Schlüsselprotein lokalisiert an einer für die Mechanotransduktion 
entscheidenden Position in der Zelle.  
3. Wenn die gleichen mechanischen Kräfte auf das Protein wirken, zeigt das 
Schlüsselprotein auch in einem anderen Expressionssystem die gleichen 
mechanoelektrischen Eigenschaften.  
4. Das Schlüsselprotein formt einen Ionenkanal mit entsprechend des 
mechanosensitiven Ionenkanals beschriebenen Eigenschaften bezüglich der 
Ionenselektivität und Leitfähigkeit.  
5. Wirkt das Protein in einem Proteinkomplex, kommt es bei Mutation oder 
Überexpression des Schlüsselproteins zu einer Veränderung der 
mechanoelektrischen Transduktion. 
Ein interessanter Kandidat für diese Rolle in niederen Vertebraten und als 
Modell für höhere Vertebraten, der sowohl die o. g. Eigenschaften eines 
mechanosensitiven Ionenkanals als auch die für den 
Haarzelltransduktionskanal beschriebenen Eigenschaften weitestgehend erfüllt, 
ist TRPN1/NompC. 
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1.2.1 TRP-Kanal Familie 
Der erste TRP-Kanal wurde in einer Drosophila melanogaster Mutante entdeckt, 
die Veränderungen in der Photorezeption aufwies. Bei kontinuierlicher 
Lichtreizung konnten an den Photorezeptorzellen, statt der üblicherweise 
andauernden Depolarisation, lediglich transiente Ströme gemessen werden 
(Cosens & Manning 1969, Minke 1977). Entsprechend des Phänomens des 
transienten Rezeptorpotenzials wurde diese Mutante trp-Mutante (transient 
receptor potential) genannt. Der dieser Mutation zugrunde liegende Gendefekt 
konnte 1989 identifiziert werden (Montell & Rubin 1989), wobei die 
Funktionsbestimmung dieses TRP-Proteins als Ionenkanal erst 1992 gelang 
(Hardie & Minke 1992). 
Mittlerweile sind viele weitere Proteine mit Sequenzhomologien bekannt, die der 
der TRP-Superfamilie zugeordnet werden. 
Insgesamt werden sieben Subfamilien unterschieden, wobei Homologe der 
TRP-Kanäle sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten gefunden wurden. 
Es kommen jedoch nicht alle Subfamilien in allen Organismen vor: 
TRPC (classical), TRPM (melastatin), TRPV (vanilloid), TRPN1 (nompc), 
TRPA (anykrin), TRPP (polycystin) und TRPML (mucolipin) (Montel 2005).  
Strukturell haben die TRP-Kanäle Ähnlichkeiten zu spannungsabhängigen 
Ionenkanälen. Allen TRP-Mitgliedern ist gemeinsam, dass sie sechs 
Transmembrandomänen (S1 - S6), mit einer putativen Porenregion zwischen 
S5 und S6, aufweisen. Aus vier Untereinheiten bilden sich gewöhnlich Homo- 
oder Heteromere (Clapham et al. 2001). Die nach Unterfamilie und Protein 
variierenden amino- und carboxyterminalen Enden sind intrazellulär lokalisiert. 
Weiterhin ist für Proteine der TRP-Familie (außer TRPA und TRPP) eine 
TRP-Domäne mit nicht vollständig geklärter Funktion charakteristisch. Diese 
erstreckt sich über 25 Aminosäuren in der C-terminal gelegenen 
Transmembrandomäne (Clapham 2003, Montell 2005).  
Die Proteine einiger Unterfamilien (TRPC, TRPV, TRPA, TRPN) besitzen am 
intrazellulären N-Terminus Ankyrin Repeats, welche für Protein-Protein 
Interaktionen wichtig sein können (Clapham 2003, Montell 2005). 
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Ein Großteil der TRP-Kanäle fungiert als nicht-selektive Kationen-Kanäle, die 
u. a. in sensorischen Funktionen wie Sehen, Hören, Mechano- und 
Thermosensation mitwirken (Clapham 2003, Voets et al. 2005). (s. auch 
Reviews Venkatachalam & Montell 2007, Montell 2010). 
1.2.2 NompC/TRPN1 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde NompC/TRPN1 als potenzieller Kandidat für 
den mechanosensitiven Ionenkanal des Haarzelltransduktionskomplexes 
untersucht. 
Kernan und Kollegen entdeckten 1994 in einer Drosophila melanogaster 
Mutante Defekte in Reaktionen auf Berührungsstimuli und Propriozeption. Eine 
Mutation des nompc-Gens führte zu einer Auslöschung von einem in 
Wildtyp-Fliegen vorkommenden adaptierenden Rezeptorstrom mit einer sehr 
kurzen Latenz (200 µs) (Kernan et al. 1994). Dieser Phänotyp führte zur 
Namensgebung des Proteins: no mechanoreceptor potential. Aufgrund von 
Strukturähnlichkeiten kam es zur Einordnung in die Familie der TRP-Kanäle und 
einer entsprechenden Benennung als TRPN1.  
Auch wenn Analysen von Datenbanken zeigten, dass TRPN1 im Genom von 
Säugetieren und Vögeln vollständig fehlt (Sidi et al. 2003), gibt es Gründe 
TRPN1 als interessanten Kandidaten für den Transduktionskanal in niederen 
Vertebraten zu betrachten. Trotz anatomischer Unterschiede zwischen den 
Hörorganen von Vertebraten und Invertebraten gibt es viele funktionelle 
Gemeinsamkeiten (Albert et al. 2007, Nadrowski et al. 2008, Bechstedt & 
Howard 2008). Folglich kann der molekulare Mechanismus zwischen 
verschiedenen Spezies ähnlich sein und TRPN1 somit auch für Vertebraten ein 
gutes Modell für den Transduktionskanal darstellen. 
Neuere Studien zeigten, dass im mechanosensitiven Hörorgan von Drosophila 
melanogaster, dem Johnston Organ, NompC im distalen Ende der 
mechanosensitiven Zilien lokalisiert (Lee et al. 2010, Cheng et al. 2010, Liang et 
al. 2011) und bei Fehlen von NompC der 
Gating-Spring-Transduktionskanal-Komplex unterbrochen ist (Effertz et 
al. 2012). Eine Loss-of-function Mutation im NompC Gen führt zum 
Verschwinden von mechanosensitiven Signalen (Walker et al. 2000) sowie zu 
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verminderten Geräusch-induzierten Potenzialen im Johnston Organ (Eberl et 
al. 2000). Kamikouchi und Kollegen zeigten eine Reduktion, jedoch nicht 
vollständige Auslöschung einer Antwort auf mechanoelektrische Stimuli bei 
zerstörtem NompC im Drosophila Johnston Organ und erklärten dies durch die 
Bedeutung von NompC für auditorische Stimuli, jedoch fehlenden Einfluss auf 
den Gleichgewichtssinn (Kamikouchi et al. 2009). Weiterhin bildet ein NompC 
Homolog in C. elegans einen porenformenden Kanal (Kang et al. 2010). 
Da der Transduktionskanal auch für die Amplifikation wichtig ist (Nadrowski et 
al. 2008), kann eine reduzierte Amplifikation bei NompC Mutationen in 
Drosophila Haarzellen (Göpfert et al. 2006, Effertz et al. 2011) ebenfalls für 
NompC als Transduktionskanal sprechen. Kürzlich veröffentlichte Ergebnisse 
(Lehnert et al. 2013) zeigten erhaltene Transduktionsströme bei Fehlen von 
NompC, beschrieben jedoch einen Einfluss von NompC auf die aktive 
Amplifikation und somit eine Modulierung der auf den Transduktionskanal 
wirkenden Kräfte.  
Auch in niederen Vertebraten scheint TRPN1 eine wichtige Rolle in den 
mechanosensitiven Haarzellen zu spielen. In Danio rerio Mutanten, in denen die 
Expression von TRPN1 gehemmt wurde, kommt es zur Auslöschung von 
Potenzialen in den Haarzellen, die wiederum zu Taubheit und Störungen des 
Gleichgewichtsinns bei Zebrafischlarven führen (Sidi et al. 2003). 
Neben der Bedeutung von TRPN1 im auditorischen mechanoelektrischen 
Transduktionskomplex gibt es auch Hinweise auf die Beteiligung von TRPN1 
beim Gleichgewichtssinn (Sidi et al. 2003, Cheng et al. 2010) und bei der 
Berühungssensibilität (Eberl et al. 2000, Yan et al. 2013). So konnte gezeigt 
werden, dass NompC in Drosophila S3 Zellen einen nicht-selektiven 
Kationen-Kanal bildet und dieser durch mechanische Stimuli innerhalb von 
weniger als 1,5 Millisekunden aktiviert werden kann (Yan et al. 2013).  
Das TRPN1 Homolog im Krallenfrosch Xenopus laevis lokalisiert in den distalen 
Spitzen des Kinoziliums (Shin et al. 2005), welches zunächst jedoch 
widersprüchlich zur funktionellen Lokalisation des Transduktionskanals in den 
Stereozilien erschien. Kindt und Kollegen konnten kürzlich zeigen, dass in 
Entwicklungsstadien der Zebrafisch-Haarzellen ein intaktes Kinozilium für die 
Mechanosensitivität der Haarzellen wichtig ist (Kindt et al. 2012).  
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Zur molekularen Struktur von Xenopus TRPN1 ist bekannt, dass es ein 
1521 Aminosäuren umfassendes Protein mit 28 Ankyrin Repeats (29 Ankyrin 
Repeats bei Drosophila TRPN1) in der N-terminalen intrazellulären Region, 
zytosolischem C-Terminus und sechs Transmembrandomänen ist. Durch 
Ähnlichkeiten zu anderen Ionenkanälen wurde die Region S5 – S6 als 
Porenregion vorgeschlagen (s. Abb. 4 A/B). 
Trotz umfangreicher Forschung ist die endgültige Funktion von TRPN1 im 
Haarzelltransduktionsprozess nicht geklärt und es bedarf weiterer Studien, um 
sowohl den Haarzelltransduktionskomplex sowie die mechanosensorische 
Funktion von TRPN1 genauer zu beschreiben (Zanini & Göpfert 2013). Bisher 
ist TRPN1 ein interessanter Kandidat für den Transduktionskanal in den 
Haarsinneszellen von niederen Vertebraten wie dem Zebrafisch oder 
Krallenfrosch und kann als Modell für den Transduktionskomplex auch in 
höheren Vertebraten dienen (Vriens et al. 2004).  
1.2.2.1 Ankyrin Repeats 
Eine sehr auffällige Eigenschaft des TRPN1 Kanals sind seine eng aneinander 
gereihten Ankyrin Repeats im zytoplasmatischen N-Terminus, der etwa 
1000 Aminosäuren enthält. Xenopus TRPN1 hat 28 Ankyrin Repeats, 
wohingegen orthologe Proteine mit 29 Ankyrin Repeats einen zusätzlichen 
C-terminal gelegenen Ankyrin Repeat besitzen (s. Abb. 4 A/B).  
Ankyrin Repeats sind ein Strukturmotiv, welches eines der häufigsten 
Protein-Protein Interaktionsmotive darstellt (Mosavi et al. 2002). Ein Ankyrin 
Repeat besteht aus 33 Aminosäuren (Breeden & Nasmyth 1987) und bildet eine 
antiparallele Helix-Loop-Helix Struktur, gefolgt von einer β-Haarnadel-Schleife 
(Gaudet 2008). Meist folgen mehrere, in Drosophila TRPN1 bis zu 29 Ankyrin 
Repeats aufeinander (Mosavi et al. 2002). 
Bisher ist die molekulare Identität der Feder des Gating Spring Modells 
unbekannt. Untersuchungen zur Tertiärstruktur von Ankyrin Repeats zeigten, 
dass die Kristallisation von 12 Ankyrin Repeats des Proteins human ankyrinR 
zur Bildung einer Spirale führt (Michaely et al. 2002). Die 29 Ankyrin Repeats 
von TRPN1 würden eine etwa 20 nm lange Helix bilden, die Dehnungen und 
Kompressionen von 10 bis 20 nm möglich machen würde (Howard & 
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Bechstedt 2004). Sotomayor und Kollegen bestätigten die Bildung einer 
molekularen Feder durch 12 bis 24 Ankyrin Repeats (Sotomayor et al. 2005), 
die eine Steifigkeit wie die vorhergesagte Feder des Gating Spring Modells 
besitzt (Howard & Hudspeth 1988, Lee et al. 2006) und sich innerhalb von 
Nanosekunden dehnen kann (Sotomayor et al. 2005) (s. Abb. 4 C).  
Kürzlich wurden die Ankyrin Repeats von Drosophila TRPN1 als 
Membran-Mikrotubuli verbindende Filamente im mechanosensitiven Organell 
von Drosophila beschrieben und könnten somit die Federstruktur darstellen 
(Liang et al. 2013). 
Die Funktion von Proteinen, die Ankyrin Repeats enthalten, ist vielfältig. Dazu 
zählen u. a. Transkriptionsinitiierung, Ionentransport, intrazelluläre und 
Zell-Zell-Signaltransduktion sowie Zellzyklus-Regulation (Bork 1993, 
Segdwick & Smerdon 1999). 
 
Abbildung 4 Struktur von TRPN1 (entnommen aus Howard & Bechstedt, 2004, mit 
freundlicher Genehmigung zur Veröffentlichung durch Current Biology) 
A: Primärstruktur von Drosophila TRPN1 mit 29 Ankyrin Repeats, sechs putativen 
Transmembrandomänen (1 - 6), der porenbildenden Region (P) zwischen den 
Transmembrandomänen 5 und 6 sowie der TRP Box. B: Vorhergesagte 
Sekundärstruktur von TRPN1. C: Ansichten der vorhergesagten Struktur der 29 
Ankyrin Repeats, die eine Helix bilden.         
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2 Zielsetzung  
Der mechanoelektrische Transduktionsprozess im Innenohr findet in den 
Haarsinneszellen des Corti-Organs statt, wobei das mechanosensitive Organell 
der Haarzellen das Stereozilienbündel ist. Schallwellen erzeugen den 
mechanischen Reiz, der letztendlich zur Auslenkung der Stereozilien führt und 
damit der entscheidende Stimulus zur Öffnung des Transduktionskanals ist.  
Trotz fortschreitender Kenntnisse über die physiologischen Mechanismen zur 
Umwandlung des mechanischen Stimulus in einen Nervenimpuls im 
Corti-Organ, sind die meisten molekularen Strukturen, die diesem Prozess 
zugrunde liegen, noch unbekannt. 
Ziel dieser vorliegenden Arbeit ist es, potenzielle Interaktionspartner des 
mechanosensitiven Ionenkanals TRPN1 zu identifizieren und damit zu einem 
besseren Verständnis des mechanoelektrischen Transduktionskomplexes und 
seiner Funktionsweise beizutragen.  
Die Energie der Auslenkung der Stereozilien wird durch Dehnung einer 
elastischen Feder („Spring“) auf den Transduktionskanal übertragen und führt 
somit zu einer Öffnung des Kanals („Gating“). Aktuell wird von einer  
elastischen Ankerstruktur ausgegangen, die den Transduktionskanal an der 
zytosolischen Seite mit dem Zytoskelett verbindet. Der in diesem Modell 
untersuchte mechanosensitive Ionenkanal TRPN1 des Krallenfrosches 
Xenopus laevis besitzt am N-Terminus 28 Ankyrin Repeats. Für diese Ankyrin 
Repeats wird vorhergesagt, dass sie eine Spirale bilden und Eigenschaften 
entsprechend der Feder im Gating Spring Modell aufweisen. In einem Modell, in 
dem die Ankyrin Repeats von TRPN1 die Kraft, bedingt durch die Deflektion der 
Stereozilien, auf den Transduktionskanal übertragen, müssten die distalen 
Ankyrin Repeats an einer intrazellulären Struktur fixiert sein. Damit der 
Transduktionskanal weiterhin dauerhaft aktivierbar ist, erfolgen im Rahmen der 
langsamen und schnellen Adaptation unterschiedliche Mechanismen, die 
vermutlich durch weitere Interaktionsprozesse umgesetzt werden. 
Durch die Identifikation von potenziellen Interaktionsproteinen der distalen 
Ankyrin Repeats des Ionenkanals TRPN1 soll der o. g. Mechanismus genauer 
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beschrieben werden. Zunächst werden durch biochemische Protein-Protein 
Interaktionsexperimente potenzielle Interaktionspartner eingrenzt.  Bei positiver 
Interaktion erfolgt eine genauere Beschreibung bezüglich relevanter 
Interaktionsdomänen  und  eine Analyse einer intrazellulären Ko-Lokalisation 
mit TRPN1 in zellbiologischen Experimenten. Diese neu gewonnenen 
Ergebnisse sollen in Zusammenschau mit den aktuellen wissenschaftlichen 
Kenntnissen über den mechanoelektrischen Transduktionskomplex diskutiert 
werden. 
 
 
3 Material und Methoden 
17 
 
3 Material und Methoden 
3.1 Molekularbiologie 
Die beschriebenen Methoden wurden verwendet, um Gensequenzen in 
Vektoren zu klonieren und ggf. cRNA zu synthetisieren. 
3.1.1 Säugetierexpressionsvektoren 
3.1.1.1 pcDNA3.1(-)  
Für die Klonierung der Konstrukte für die immunzytochemischen Experimente 
wurde u. a. der pcDNATM3.1(-)Vektor (Gibco Invitrogen, Darmstadt) verwendet. 
Für eine hohe Expressionsrate in Säugetierzellen besitzt der Vektor einen 
CMV Promotor. 
3.1.1.2 pDsRed2-ER 
Der pDsRed2-ER Vektor (Clontech, Heidelberg) wurde zur Markierung des 
endoplasmatischen Retikulums entwickelt. Der Vektor kodiert für ein 
Fusionsprotein zwischen dem rot-fluoreszierenden Protein DsRed2 aus 
Discosoma sp., der ER Targeting-Sequenz von Calretikulin und der 
ER Retentions-Sequenz KDEL. Das Anregungsmaximum des fluoreszierenden 
Proteins liegt bei 558 nm, das Emissionsmaximum bei 583 nm.  
3.1.2 Bakterielle Expressionsvektoren 
3.1.2.1 pGEX  
Alle Vektoren der pGEXTM Serie (GE Healthcare, München) ermöglichen eine 
Fusion zwischen einer bestimmten cDNA und dem 
Glutathion-S-Transferase (GST) Gen aus dem Parasitenwurms 
Schistosoma japonicum. Der Glutathion-S-Transferase Anteil des 
rekombinanten Fusionsproteins fungiert als Epitop zur Isolation eines Proteins 
im GST-Pull Down Experiment. Die Expression des pGEXTM Plasmids steht 
unter Kontrolle eines stark induzierbaren tac Promotors, ein Hybrid des E. coli 
Iac und trp Promoters. Die Transkription der Fusionskonstrukte kann durch die 
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Zugabe des Laktose-Analogons Isopropyl-β-D-Thiogalactoside (IPTG) induziert 
werden.  
In diesem Projekt wurde der pGEX-2TKTM Vektor verwendet. 
3.1.2.2 pEGFP-C1 / pEGFP-C2 
Diese beiden Vektoren kodieren für eine rot-veränderte Variante des Wildtyp 
GFP (green fluorescent protein), die durch breitere Fluoreszenz und eine 
höhere Expressionsrate in Säugetierzellen optimiert wurde (Clontech, 
Heidelberg). Das Exzitationsmaximum liegt bei 488 nm und das 
Emissionsmaximum bei 507 nm. Ein Kanamycinresistenzgen im Plasmid 
erlaubt die Selektion der Vektoren in Bakterien. In dieser Arbeit wurden in den 
pEGFP-Vektor klonierte Konstrukte als potenzielle Interaktionspartner im 
GST-Pull Down und zur Analyse in immunzytochemischen Experimenten 
verwendet. 
3.1.2.3 pmRFP-C2 
Dieser Vektor codiert für das rot-fluoreszierende Protein mRFP (monomeric red 
fluorescent protein) (Gibco Invitrogen, Darmstadt). Er wurde in dieser Arbeit für 
die Expression von cDNA in eukaryotischen Zellen in immunzytochemischen 
Experimenten verwendet. 
3.1.2.4 pGBKT7 
Der Vektor pGBKT7 (Clontech, Heidelberg) wurde im Yeast two-Hybrid Versuch 
für die Klonierung der TRPN1-Konstrukte verwendet und enthält die 
GAL4-DNA-Bindungsdomäne (1-147 AS), die für einen Teil des GAL4-Proteins 
kodiert. Der TRP1 Reporter ermöglicht die nutritive Selektion auf Trp--Medium. 
3.1.2.5 pACT2 
Für die Klonierung der Interaktionspartner des TRPN1 Kanals im 
Yeast two-Hybrid Versuch wurde der pACT2 Vektor (Clontech, Heidelberg) 
verwendet. Folgende Eigenschaften machen diesen Vektor für einen 
Hefescreen geeignet: Er enthält die GAL4-Aktivierungsdomäne (768 - 881 AS), 
den zweiten Anteil des GAL4-Proteins, das Reportergen LEU2, ein 
Ampicillinresistenzgen ampr und ein HA-Epitop. Durch den LEU2 Reporter ist 
eine nutritive Selektion auf Leu--Medium möglich. 
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3.1.3 Oozytenexpressionsvektor pRSSP 
Zur Expression in Oozyten verwendete Konstrukte wurden in den Vektor 
pRSSP-6009 kloniert. Er enthält die 5‘ untranslatierte Region des Xenopus 
β-globin am 5‘ Ende und einen Poly-A-Schwanz am 3‘ Ende, wodurch dieser 
Vektor für die Expression in Oozyten optimiert wurde. 
3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine effektive Methode um 
DNA-Fragmente spezifisch in vitro zu amplifizieren (Saiki et al. 1988, 
Mullis 1990). Sie basiert auf der Elongation von zwei, die interessierende 
DNA-Sequenz flankierende, Primer durch eine thermostabile DNA-Polymerase. 
Um die Matrix-DNA zu denaturieren wurde die PCR wurde i. d. R. mit einer 
zweiminütigen Initialisierungsphase bei 95°C gestartet. Jeder der nun folgenden 
30 Zyklen wurde mit einer 30-sekündigen Denaturierungsphase eingeleitet. 
Anschließend wurde die Anlagerung der Primer an die Matrix-DNA durch eine 
30-sekündige Annealingphase erzielt. Die Temperaturen der 
Hybridisierungsphase lagen zwischen 42°C und 60°C, wobei dies von Länge 
und GC-Nukleotid-Gehalt der Primer abhängig war. In der Elongationsphase bei 
72°C wurden die Primer durch eine thermostabile DNA-Polymerase verlängert, 
sodass die spezifische Matrix-DNA verdoppelt wurde. Dieser Schritt dauerte 
jeweils zwischen 20 und 45 Sekunden, wobei sich dies nach der Länge des zu 
vervielfältigenden DNA-Abschnittes richtete. Für die Elongation von 
500 Nukleotiden wurde eine Zeitspanne von etwa 30 Sekunden verwendet. Die 
PCR endete mit einer finalen Elongation von fünf Minuten bei der 
entsprechenden Temperatur. 
Alle Standard PCR-Prozeduren wurden mit dem Kappa Hifi-DNA-Polymerase 
Kit (Peqlab, Erlangen) im Biometra T3000 Thermocykler nach Angaben des 
Herstellers durchgeführt: 
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Tabelle 3.1 Ansatz für Standard PCR-Prozedur 
 
 
Alle in diesem Projekt verwendeten Primer wurden bei MWG Eurofins 
(Martinsried) synthetisiert. Die Arbeitskonzentrationen waren 10 pg/μl. Eine 
Übersicht über die verwendeten Primer und synthetisierten cDNA-Konstrukte ist 
unter 9.1 und 9.2 zu finden. 
3.1.5 Restriktionsverdau von PCR-Fragmenten und Plasmidvektoren 
Zur gerichteten Ligation der PCR-Fragmente in die entsprechenden Vektoren 
benötigen sowohl Vektor als auch PCR-Fragment komplementäre Sequenzen 
am 5‘ und 3‘ Ende. Diese wurden durch den Verdau von Vektor und 
PCR-Fragment mit Restriktionsenzymen erzeugt.  
Nach folgendem Schema wurde der Restriktionsverdau angesetzt und 
anschließend für zwei Stunden bei 37°C inkubiert: 
Tabelle 3.2 Ansatz für Restriktionsverdau 
 
 
 
 
 
 
Die verwendeten Enzyme können der Tabelle 9.6 entnommen werden. 
Matrix-DNA (cDNA, 100 ng) x μl 
5‘ Primer (10 pmol/μl) 1,5 μl 
3‘ Primer (10 pmol/μl) 1,5 μl 
DNA-Polymerase Reaktionspuffer (5x)  10 μl 
dNTPs (je 10 mM)   1,5 μl 
Kappa Hifi-DNA-Polymerase 1 U/μl  1 μl 
H2O bidest.  x μl 
Gesamt 50 μl 
PCR-Produkt 50 μl 
oder 
Vektor  2,5 μg 
Puffer 10x 6 μl  
Enzym 1 1,5 μl 
Enzym 2 1,5 μl 
H2O bidest.  x μl 
Gesamt 60 μl 
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Alle in diesem Projekt verwendeten Restriktionsenzyme wurden von New 
England Biolabs (Frankfurt) bezogen und entsprechend der Herstellerangaben 
eingesetzt. 
3.1.6 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsäuren 
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Standardmethode, um DNA und RNA 
zu analysieren. Sie erlaubt Aussagen über Molekulargewicht und Menge von 
DNA- bzw. RNA-Fragmenten und ermöglicht die Aufreinigung eines 
DNA-Fragmentes aus einer Probe. 
Agarose-Konzentrationen zwischen 0,8 bis 1,5% wurden durch kurzes Kochen 
in 1% TAE-Puffer gelöst und schließlich mit 0,01‰ Red-Save (Hiss, Freiburg), 
zur Färbung der DNA oder RNA, versetzt. Diese Lösung wurde in horizontale 
BioRad Kammern gegossen. Nachdem das Gel ausgekühlt und gehärtet war, 
wurden die Proben mit 6x DNA-Loading Puffer (Ambion, Austin, USA) versetzt 
und auf das Gel aufgetragen. Zur Abschätzung der Größe der einzelnen 
Fragmente wurde eine DNA-Leiter verwendet. Bei etwa 90 V wurden die 
Fragmente in 1x TAE-Puffer für 30 - 40 Minuten aufgetrennt. Zur Darstellung 
und Sicherung der Ergebnisse wurde ein UV-Transilluminator von BioRad in 
Verbindung mit einem PC und der Quanity One Software (BioRad, München) 
verwendet. 
Tabelle 3.3 Für die Gelelektrophorese verwendete Materialien 
DNA-Leiter, 1 kb    Gene Ruler, Fermentas, St. Leon-Rot 
DNA-Leiter, 100 bp    NEB, Frankfurt 
DNA-loading Puffer    Ambion, Austin, USA 
Red-Save     Hiss, Freiburg 
TAE (50x)     2 M Tris Base 
1 M 100%ige Essigsäure  
10% 0,5 M EDTA (pH 8) 
                                                   ad 1 l H2O bidest. 
 
Agarose-Gele    x g Agarose  
     Ad 30 ml bzw. 100 ml 1x TAE 
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3.1.7 Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen   
Die Agarose-Gelelektrophorese wurde ebenfalls zur Aufreinigung von DNA 
verwendet. Nach Auftrennung der DNA wurden die Banden, identifiziert durch 
die Molekulargröße aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten und mit dem High 
Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Mannheim) nach Protokoll des 
Herstellers aufgereinigt. Zu beachten war eine kurze Exposition mit UV-Licht, 
um die Bildung von Thymidindimeren zu vermeiden. 
3.1.8 Ligation von PCR-Fragmenten in Plasmidvektoren 
Bei einer Ligation werden zwei DNA-Moleküle kovalent miteinander verknüpft, 
wobei enzymatisch eine Phosphodiesterbindung zwischen dem 3’ Ende des 
einen und dem 5’ Ende des anderen Moleküls gebildet wird.  
In dieser Arbeit wurde die Ligation genutzt, um ein PCR-Fragment in einen 
Vektor einzufügen. 
3.1.8.1 T4 Ligation 
Für die gerichtete T4 Ligation wurden PCR-Fragment und Vektor mit zwei 
Restriktionsenzymen geschnitten, sodass eine Ligation über die 
komplementären Schnittstellen stattfinden konnte. Bevor diese Reaktion 
angesetzt werden konnte, wurde die Konzentration von PCR-Fragment und 
Vektor durch eine analytische Gelelektrophorese bestimmt. 
Das molare Verhältnis von PCR-Fragment und Vektor sollte 1:3 bis 1:5 
betragen und wurde durch folgende Formel ermittelt: 
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛  𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 =
𝑥  µ𝑙   𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚 𝑒𝑛  (𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 )
𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟  𝑧𝑢  𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡  (𝑑𝑢𝑟𝑐 ℎ  𝐺𝑒𝑙  𝑏𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑚𝑡 )
×
3 𝑥  𝐺𝑟öß𝑒  𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡
1𝑥  𝐺𝑟öß𝑒  𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟
  
Bei der Durchführung der Ligation mit der T4-Ligase (New England Biolabs, 
Frankfurt) wurde der Ansatz zuerst für eine Stunde auf 23°C temperiert und 
anschließend bei 16°C über Nacht fortgesetzt. 
Ein Standard-T4-Ligationsansatz ist in folgender Tabelle gezeigt: 
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Tabelle 3.4 Ansatz für T4 Ligation 
 
 
 
 
 
3.1.8.2 In-Fusion Ligation  
Die durch spezielle In-Fusion Primer in das PCR-Fragment integrierten 
Vektorsequenzen werden verwendet, um dieses Fragment in den linearisierten 
Vektor einzubringen. Hier ist nur der vorherige Verdau des Vektors mit 
Restriktionsenzymen nötig. 
Mit dem In-Fusion-Kit (Clontech, Heidelberg) startete die Ligation für 
15 Minuten bei 37°C, anschließend folgte eine 15-minütige Phase bei 50°C. Vor 
der Transformation wurden schließlich 40 μl 1x TE-Puffer (pH 8) hinzugegeben. 
Ein Standard-In-Fusion-Ligationsansatz ist in folgender Tabelle gezeigt: 
Tabelle 3.5 Ansatz für In-Fusion Ligation 
 
 
 
 
 
3.1.9 Transformation von Plasmiden in E. coli 
Zur Transformation wurden E. coli Bakterienzellen verwendet, welche mittels 
Calciumchlorid-Methode (Cohen et al. 1972) chemisch kompetent wurden und 
dadurch die Fähigkeit erhielten Plasmide aufzunehmen. 
50 μl chemisch kompetente Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut. Nach 
Zugabe des gesamten T4-Ligationsansatzes bzw. 25 μl des 
PCR-Produkt 2-10 μl 
oder 
Vektor  0,5-2 μl 
Puffer 10x 2 μl  
T4-DNA-Ligase 1 μl 
H2O bidest.  x μl 
Gesamt 20 μl 
PCR-Produkt 10-200 ng 
oder 
Vektor  50-200 ng 
Puffer 5x 2 μl  
In-Fusion-Ligase 1 μl 
H2O bidest.  x μl 
Gesamt 10 μl 
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In-Fusion-Ligationsansatzes startete die Reaktion für 30 Minuten auf Eis. Dann 
erfolgte für 45 Sekunden ein „Hitzeschock“ bei 42°C, der die Aufnahme der 
DNA in die Zellen erleichtert. Anschließend wurden 250 μl LB-Medium zu dem 
Ansatz gegeben und die Zellen wurden für 60 Minuten bei 37°C unter Schütteln 
inkubiert. 
Zum Schluss wurde das Gesamtvolumen auf Antibiotika-haltigen Agarplatten 
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Ob die Agarplatten Ampicillin 
oder Kanamycin enthielten, hing vom verwendeten Vektor ab. 
Folgende Bakterienstämme wurden verwendet: 
 E. coli Top 10 Zellen  
Der E. coli Top 10 Stamm wurde für die Klonierung von DNA verwendet. Sie 
sind abgeleitet vom DH10BTM Stamm und haben eine hohe 
Transformationseffizienz von 109 cfu/μg. 
Genotyp: F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recA1 ara 
139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
 E. coli BL21 kompetente Zellen 
Der E. coli BL21 Stamm wurde für die induzierbare Proteinexpression 
verwendet. Bei diesem Stamm wurden die Gene für die OmpT- und 
Lon-Proteasen deletiert. Außerdem hat BL21 eine genomische Kopie der 
T7 RNA-Polymerase, welche unter Kontrolle des LacUV5 Promoters steht. 
Dieser Promoter ist durch IPTG induzierbar.  
Genotyp: E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [malB
+]K-12(λ
S)  
 E. coli GM2163 Zellen  
Dieser Bakterienstamm wurde für einige Konstrukte, die in den 
pmRFPC2 Vektor kloniert werden sollten, verwendet. Die Vermehrung der 
Plasmide findet in diesem Bakterienstamm ohne Methylierung statt 
(Woodcock et al. 1989), sodass eine Verwendung von Restriktionsenzymen, die 
nur unmethylierte DNA schneiden, möglich wurde. 
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Genotyp: F– dam-13::Tn9 (Camr) dcm-6 hsdR2 (rk
–mk
+) leuB6 hisG4 thi-1 
araC14 lacY1 galK2 galT22 xylA5 mtl-1 rpsL136 (Strr) fhuA31 tsx-78 glnV44 
mcrA mcrB1 
Tabelle 3.6 Für die Transformation verwendete Materialien 
Agarplatten    15 g Agar-Agar 
ad 1 l H2O bidest. 
Antibiotika    Ampicillin: 100 μg/ml 
     Kanamycin: 30 μg/ml 
LB-Medium     LB Broth Base 20 g/1000 ml 
                                                   pH 7-7.4 
3.1.10 Kolonie-PCR 
12 bis 24 Stunden nach Transformation wurde zur Kontrolle der Ligation und 
Transformation eine Kolonie-PCR durchgeführt. Anstatt einer üblichen 
DNA-Matrix wurde eine transformierte Kolonie mit einer Pipettenspitze von der 
Antibiotikaplatte geerntet. Nun wurde die Pipette auf eine zweite 
Antibiotikaplatte gepickt, um die einzelnen geernteten Klone den 
entsprechenden Reaktionen zuordnen zu können und schließlich in ein 
Reaktionsgefäß zu dem PCR-Ansatz pipettiert.  
Bei der Kolonie-PCR wurden die gleichen Primer wie bei der üblichen PCR 
verwendet, sodass kontrolliert wurde, ob die geernteten Klone das 
interessierende Insert enthielten. Als Polymerase wurde die 
Taq-DNA-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt) verwendet. 
Die PCR startete mit einer vierminütigen Denaturierungsphase bei 95°C, wobei 
das Plasmid freigesetzt wurde und im Folgenden als Matrix diente. 
Anschließend wurden 30 Zyklen mit einer 30-sekündigen Annealingphase bei 
50°C, gefolgt von 45 Sekunden Elongationsphase bei 72°C, durchgeführt.  
Nach folgendem Reaktionsansatz wurde die Kolonie-PCR pipettiert:  
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Tabelle 3.7 Ansatz für Kolonie-PCR 
Gepickte Kolonie x  
5‘ Primer (10 pmol/ μl) 0,5 μl 
3‘ Primer (10 pmol/ μl)  0,5 μl 
Thermopol Reaction Puffer (10x)  2 μl 
dNTPs (je 10 mM)   0,5 μl 
Taq-DNA-Polymerase 5000 U/μl  0,125 μl 
H2O bidest.  16,375 μl 
Gesamt 20 μl 
Tabelle 3.8 Materialien für die Kolonie-PCR 
dNTPs für PCR    Konzentration: 10 mM 
⇒ 1:10-Verdünnung von 100 mM-Stammlsg. 
                                                  dATP, dCTP,dGTP, dTTP 
3.1.11 Plasmidisolation aus E. coli 
Um die Plasmid-DNA aus E. coli aufzureinigen, wurde das High Pure Plasmid 
Isolation Kit von Roche entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Das 
Prinzip dieser Plasmidisolation aus E. coli beruht auf einer alkalischen Lyse der 
Zellen (Birnboim & Doly 1979). 
Zur Durchführung wurde eine Übernachtkultur mit 5 ml LB-Medium und dem 
Vektor entsprechendem Antibiotikum angesetzt. Zu diesem Ansatz wurde eine, 
mit dem interessierenden Plasmid transformierte Kolonie hinzugegeben. Nach 
einer Inkubation über Nacht bei 37°C und 220 rpm wurde die Plasmidisolation 
durchgeführt. Die DNA-Konzentration konnte anschließend durch 
photometrische Messung in einem Spektrometer bestimmt werden. 
Um die Identität der klonierten Plasmid-DNA zu bestimmen, wurde die DNA mit 
entsprechenden Primern bei MWG Eurofins sequenziert. Hierfür war ein Aliquot 
von 1 μg DNA in 15 μl H2O notwendig. 
Folgende Primer wurden für die Sequenzierungen entsprechend der Vektoren 
verwendet: 
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Tabelle 3.9 Für Sequenzierungen verwendete Primer 
Vektor Primer 
pEGFPC1 pEGFPC1for 
pEGFPC2 pEGFPC1for 
mRFP pEGFPC1rev 
pGEX pGEXfor 
pGBKT7 T7 
pRSSP SP6 
 
Zur Herstellung von Glycerolstocks wurden 300 μl der Vorkultur vor der 
Plasmid Präparation entnommen, mit gleicher Menge 50% Glycerin versetzt 
und bei -80°C eingefroren. Sollte schließlich erneut Plasmid-DNA amplifiziert 
werden, wurde mit einer sterilen Pipettenspitze eine kleine Menge des 
gefrorenen Glycerolstocks abgekratzt und in einen Ansatz mit 5 ml LB-Medium 
und Antibiotikum gegeben. Nach 12 Stunden Inkubation bei 37°C konnte mit 
einer Plasmidisolation weiterverfahren werden. 
Wurden große Mengen an Plasmid-DNA benötigt, so wurde eine 
Maxi-Präparation mit dem Nucleo Bond Xtra Maxi Plus Kit (Macherey-Nagel, 
Düren) nach Herstellerangaben durchgeführt. 
3.1.12 cRNA-Synthese 
Für die Proteinexpression in Xenopus laevis Oozyten war die Synthese von 
cRNA notwendig. 
Zuerst wurde die Matrizen-Plasmid-DNA linearsiert. Dazu wurde 1,5 μl des 
Enzyms MluI zu 2 μg zyklischer Plasmid-DNA gegeben und für zwei Stunden 
bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde nach Zugabe von 3 μl Proteinase K für 
weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach einer Denaturierung für zehn 
Minuten bei 56°C wurde die DNA aus dem Reaktionsansatz mit 
Phenol/Chloroform extrahiert. Hierfür wurden 170 μl DEPC H2O und 
200 μl Phenolchloroform hinzugegeben und nach vortexen des Ansatzes für 
drei Minuten zentrifugiert. Die obere Phase wurde abpipettiert und in ein neues 
Eppendorf-Gefäß gegeben. Erneut wurden 200 μl Phenolchloroform zugegeben 
und nach vortexen zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 200 μl Chloroform 
versetzt und wiederum zentrifugiert. Wahlweise über Nacht bei -20°C oder für 
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eine Stunde bei -80°C wurde die DNA mit 20 μl 3M Natriumacetat und 
550 μl kaltem 100% Ethanol gefällt. Anschließend wurde für 30 Minuten bei 4°C 
zentrifugiert und das Pellet mit 500 μl 70% Ethanol versetzt. Nach einer 
erneuten Zentrifugation für zwölf Minuten bei 4°C wurde das Pellet für etwa 
zehn Minuten in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 6 μl DEPC H2O 
gelöst. 
Mit dem mMessage Machine Kit, SP6 (Ambion, Austin, USA) wurde die in vitro 
Transkription nach Herstellerangaben durchgeführt. Der Reaktionsmix wurde 
bei -20°C über Nacht oder für eine Stunde bei -80°C mit Lithiumchlorid gefällt 
und danach für 45 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in der 
Vakuumzentrifuge getrocknet und in DEPC H2O resuspendiert. Zur 
Bestimmung der Konzentration wurde die cRNA mittels Gelelektrophorese an 
eine Standard-RNA mit einer Konzentration von 200 ng/μl angepasst. 
3.2 Proteinexpression in E. coli 
Das Bakterium E. coli ist ein geeignetes System für heterologe 
Proteinexpression. Schnelle Wachstumsraten und hohe Wachstumsdichten 
sowie die gut bekannte Genetik und die Verfügbarkeit von E. coli in großen 
Mengen sind hilfreiche Eigenschaften für diesen Zweck. 
3.2.1 Expression und Reinigung von GST-Fusionsproteinen in 
E. coli BL21 
In diesem Projekt verwendete Glutathion-S-Transferase-(GST)-Fusionsproteine 
könnten durch den GST-Anteil dieser Fusionsproteine einfach und sauber aus 
E. coli Bakterien isoliert und somit für Protein-Protein Interaktionsexperimente 
weiterverwendet werden. 
Das pGEX GST Gen Fusion SystemTM verwendet die 
Glutathion-S-Transferase (GST) des Parasitenwurms Schistoma japonicum. 
GST hat ein Molekulargewicht von 27 kDa und eine hohe Affinität zu Glutathion 
(Michaelis Konstante: Km: 0,43 mM, Walker et al. 1993). Diese hohe Affinität für 
Glutathion wird für die Isolation des in E. coli exprimierten GST-Fusionsproteins 
ausgenutzt. Hierfür werden die GST-Fusionsproteine durch eine 
Affinitätschromatographie aus dem Bakterienlysat aufgereinigt, indem das an 
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Sepharose immobilisierte Glutathion das GST bindet. Andere Proteine binden 
nicht an Glutathione und können somit aus dem Ansatz heraus gewaschen 
werden. Fusionsproteine können entweder unter milden, nicht-denaturienden 
Bedingungen unter Verwendung von reduziertem Glutathion oder unter 
denaturierenden Bedingungen mit Laemmli-Puffer eluiert werden. 
Die folgende Vorgehensweise wurde für die Isolation von 1 bis 500 μg der 
GST-Fusionsproteine angewandt.  
LB-Medium (1/10 des Expressionskultur-Mediums) wurde mit Ampicillin 
versetzt, mit einer Pipettenspitze E. coli des entsprechenden Glycerolstocks 
angeimpft und bei 37°C und einer konstanten Rotation von 220 rpm über Nacht 
inkubiert. Abhängig davon, welche Menge des GST-Fusionsproteins benötigt 
wurde, wurde am folgenden Tag zur Startkultur 
50 bis 150 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium dazugegeben.  
Das Expressionsmedium wurde für etwa eine Stunde inkubiert bis eine 
OD600 von 0,6 bis 0,8 erreicht wurde. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Produktion 
von GST-Fusionsproteinen durch die Zugabe von IPTG (1 mM) induziert. Nach 
drei Stunden Inkubationszeit wurden die Bakterien durch zehnminütige 
Zentrifugation bei 6000 rpm aus der Expressionskultur pelletiert. Anschließend 
wurden die Zellen in 900 μl PBS mit Proteaseinhibitoren (PMSF 10 μg/ml, 
Aprotinin 2 μg/ml, Leupeptin 2 μg/ml, Pepstatin 1 μg/ml) resuspendiert. Die 
Zellen in der Suspension wurden durch Zugabe von 100 μl 10x Bug BusterTM 
(Novagen, Darmstadt), ein Reagenz zur nicht-denaturierenden Zelllyse, und 
1 μl DNAse, um die genomische DNA abzubauen, lysiert. Um eine komplette 
Lyse zu erhalten, wurde diese Suspension für 20 Minuten bei Raumtemperatur 
rotiert. Zur Trennung der unlöslichen von der löslichen Fraktion, wurde für 
20 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand mit den 
löslichen GST-Fusionsproteinen wurde mit einer PBS-äquilibrierten 
Glutathion-SepharoseTM 4B (GE Healthcare, München) (100 μl pro 50 ml 
Expressionskultur) versetzt und für 30 Minuten bei 4°C rotiert. Die löslichen 
GST-Fusionsproteine konnten während dieser Inkubation an das Glutathion der 
Sepharose-Beads binden und durch Zentrifugation von der restlichen 
Suspension getrennt werden. Um unspezifische Bindungen zu eliminieren 
wurden die Sepahrose-Beads mit den GST-Fusionsproteinen mit PBS mit 
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1% Triton-X-100 gewaschen. Als letzter Schritt wurden die Sepharose-Beads in 
150 μl PBS mit Proteaseinhibitoren resuspendiert. Bei 4°C sind die an 
Sepharose-Beads gebundenen GST-Fusionsproteine für einige Tage stabil. 
Zur Kontrolle der vorherigen Schritte und Konzentrationsbestimmung der 
GST-Fusionsproteine wurde eine SDS-PAGE durchgeführt. 2 bis 50 μl der 
GST-Fusionsproteine wurden mit gleichem Volumen 2,5x Sample-Puffer 
versetzt, fünf Minuten bei 95°C gekocht und auf dem Gel analysiert. Zur 
Bestimmung der Größe der GST-Fusionsproteine wurde der Precision Plus 
Protein Standard Unstained Marker (Biorad, München) als Referenz mit 
aufgetrennt. 
Tabelle 3.10 Lösungen für die Proteinexpression in Bakterien 
PBS-Puffer     10 mM Na2HPO4 x H2O 
     1 mM NaH2PO4 
      2 mM KCl 
      140 mM NaCl 
3.3 Proteinexpression in Säugetier-Zellen 
3.3.1 COS-7 Zellen 
3.3.1.1 Allgemeines 
Tabelle 3.11 Eigenschaften COS-7 Zellen 
Name Herkunfts-Organismus  
und -Gewebe  
Beschreibung 
COS-7 Cercopithecus aethiops 
(Grüne Meerkatze) 
 
Niere 
Morphologie: Fibroblast,  
Wachstumseigenschaften: adhärent 
 
COS-7 Zellen wurden in diesem Projekt für die Synthese der potenziellen 
Interktionsproteine in hoher Konzentration verwendet, um diese schließlich in 
Interaktionsexperimenten zu untersuchen. 
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3.3.1.2 Kultivierung von COS-7 Zellen 
Die eukaryotische Zelllinie COS-7 wurde mit Dulbecco’s modified Eagle’s 
Medium (DMEM, Gibco Invitrogen, Darmstadt), versetzt mit 10% fetalem 
bovinem Serum, 1% Pyruvat und 2% L-Glutamin, versorgt und bei 37°C und 
5% CO2 Atmosphäre gehalten. Alle drei bis vier Tage, bei einer Konfluenz von 
70 - 100%, wurden die Zellen passagiert. Hierfür wurde das Medium entfernt 
und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Um die Zellen abzulösen, wurden 
diese für drei Minuten mit 0,25%iger Trypsin/EDTA-Lösung inkubiert. Die 
abgelösten Zellen wurden in 10 ml frischem Medium gelöst und durch 
Zentrifugation für zwei Minuten bei 1.400 rpm pelletiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet mit 1 ml frischem Medium vorsichtig resuspendiert. 
Schließlich wurden 100 μl der Zellsuspension auf eine neue Petrischale mit 
10 ml Medium gegeben. 
3.3.1.3 Plasmid-Transfektion von COS-7 Zellen mit FuGENE Reagenz 
Für die COS-7 Zellen wurde eine Liposomen-basierte Transfektion (Felgner et 
al. 1987) mit dem kommerziell erhältlichen Transfektionsreagenz FuGENE6 
(Roche, Mannheim) durchgeführt. Hierbei band Plasmid-DNA in einem 
DNA-Liposomen-Komplex an die Zellmembran. Das verwendete Reagenz 
maskierte die negativen Ladungen der DNA, sodass diese die Zellmembran 
passieren konnte und in die Zelle aufgenommen wurde. Um die COS-7 Zellen 
zu transfizieren, wurden die Zellen auf 100 mm Schalen ausgesät und 
18 Stunden später bei einer Dichte von 70 - 90%iger Konfluenz weiter 
verwendet. Pro 100 mm Schale wurde folgender Reaktionsansatz gewählt: 
27 μl FuGENE wurden zu 600 μl Serum-freiem Medium gegeben und dies mit 
9 μg DNA versetzt. Nach 20 bis 40 Minuten Inkubationszeit wurde der 
Reaktionsansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben und die Zellen für 
36 Stunden bei 37°C inkubiert. 
3.3.1.4 Gewinnung von Proteinextrakten aus COS-7 Zellen für GST-Pull Down 
Experimente 
Für GST-Pull Down Experimente wurde das interessierende Protein aus den 
transfizierten COS-7 Zellen geerntet. Zur Erhaltung der Proteinstruktur und 
Verhinderung einer proteolytischen Degradierung wurden die Zellen in 
TRIS High Salt-Puffer mit 1% Triton X-100 und zugesetzten Proteaseinhibitoren 
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lysiert. Die vier folgenden Proteaseinhibitoren wurden verwendet: 
Phenylmethyl-sulfonyl Fluorid (PMSF), das Serinproteasen inhibiert; Aprotinin, 
eine weiterer Serinproteaseinhibitor; der Cystinproteaseinhibitor Leupeptin und 
der Aspartproteaseinhibitor Pepstatin. 
Pro Schale wurden die Zellen mit 1,5 ml Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren 
versetzt und für 60 Minuten bei 4°C unter Rotation auf einem Schüttler 
inkubiert. Die lysierten Zellen wurden mit Minischrubbern von den Schalen 
gekratzt und in Eppendorf-Gefäße gegeben. Die Triton X-100 unlöslichen 
Zellanteile wurden durch Zentrifugation für fünf Minuten bei 14.000 rpm von 
dem im Überstand befindlichen zytosolischen Zellanteilen und dem Großteil der 
gelösten Membranproteine getrennt. Für die GST-Pull Down Experimente 
wurde der Überstand verwendet. 
Tabelle 3.12 Lösungen zur Proteinextraktgewinnung aus COS-7 Zellen 
Tris High Salt + Triton X100  150 mM NaCl 
     50 mM TRIS 
     1% Triton X-100    
PMSF     Konzentration 10 μg/ml 
Aprotinin    Konzentration 2 μg/ml 
Leupeptin    Konzentration 2 μg/ml 
Pepstatin    Konzentration 1 μg/ml 
3.3.2 LLC-PK1/CL4 Zellen 
3.3.2.1 Allgemeines 
Tabelle 3.13 Eigenschaften LLC-PK1/CL4 Zellen 
Name Herkunfts-Organismus  
und -Gewebe  
Beschreibung 
LLC-PK1/CL4 Hampshire - Schwein 
 
Niere 
Morphologie: Epithelzelle,  
Wachstumseigenschaften: 
polarisierter Monolayer 
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LLC-PK1/CL4 (CL4) Zellen wurden in diesem Projekt verwendet, um nach 
Transfektion der Zellen mit einem bestimmten Plasmid die subzelluläre 
Lokalisation des Proteins mittels konfokaler Mikroskopie zu analysieren. 
3.3.2.2 Kultivierung von CL4 Zellen 
Die CL4 Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. Jim R. Bartles (Department of 
Cell Molecular Biology and Hugh Knowles Center for Clinical and Basic Science 
in Hearing and Its Disorders, Northwestern University Feinberg School of 
Medicine, Chicago, Illinois, USA) zur Verfügung gestellt. 
Die Zelllinie wurde mit Alpha-Medium (Alpha MEM, Gibco Invitrogen, 
Darmstadt), versetzt mit 5% Penicillin/Streptomycin und 10% fetalem bovinem 
Serum, versorgt und bei 37°C und 5% CO2 Atmosphäre gehalten. Alle drei bis 
vier Tage wurden die Zellen bei 70-100%iger Konfluenz passagiert. Hierfür 
wurde zuerst das Medium entfernt und die Zellen in 
0,05%iger Trypsin/EDTA-Lösung gewaschen. Um die Zellen abzulösen, wurden 
diese für drei Minuten mit 0,05%iger Trypsin/EDTA-Lösung bei 37°C inkubiert. 
Die abgelösten Zellen wurden in 10 ml frischem Medium resuspendiert und 
durch Zentrifugation für zwei Minuten bei 1.400 rpm konzentriert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml frischem Medium erneut vorsichtig 
resuspendiert. Schließlich wurden 100 μl der Zellsuspension auf eine neue 
Petrischale mit 10 ml Medium gegeben. 
3.3.2.3 Plasmid-Transfektion von CL4 Zellen mit Lipofectamine 2000TM 
Reagenz 
Für die Transfektion der CL4 Zellen wurde ebenfalls eine Liposomen-basierte 
Transfektion verwendet, hier mittels Lipofectamine 2000TM (Invitrogen, 
Darmstadt) als Reagenz. Die CL4 Zellen wurden auf 10 mm Deckgläschen in 
35 mm Schalen in 2 ml Alpha-Medium ausgesät und 24 Stunden später bei 
50 - 80%igen Konfluenz transfiziert. Folgender Reaktionsansatz wurde für die 
Transfektion von Zellen auf einer 35 mm Schale verwendet: In ein 
Eppendorf-Gefäß wurden 10 μl Lipofectamine 2000TM und in ein weiteres 
Eppendorf-Gefäß 3,5 μg DNA zu jeweils 100 μl OptiMEMTM Medium (Gibco 
Invitrogen, Darmstadt) gegeben. Bei einer Ko-Transfektion wurde von jedem 
Konstrukt 3 μg DNA verwendet, wobei die Menge des Lipofectamines nicht 
verändert wurde. Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 
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die beiden Ansätze zusammen gegeben, für weitere 20 Minuten inkubiert und 
schließlich tropfenweise auf die ausgesäten Zellen gegeben. Die Zellen wurden 
erneut bei 37°C für sechs bis 24 Stunden gehalten und schließlich, wie in 
3.7.3.2 beschrieben, fixiert, gefärbt und mittels konfokaler Mikroskopie 
analysiert. 
3.3.3 HEK293 Zellen 
3.3.3.1 Allgemeines 
Tabelle 3.14 Eigenschaften HEK293 Zellen 
Name Herkunfts-Organismus  
und -Gewebe  
Beschreibung 
HEK293 Mensch 
 
Embryonale Nierenzellen 
Morphologie: Epithelzellen, 
Wachstumseigenschaften:  
Semi-adhärent 
 
In diesem Projekt wurden HEK293 Zellen verwendet, um nach Transfektion der 
Zellen mit einem bestimmten Plasmid die subzelluläre Lokalisation des Proteins 
mittels konfokaler Mikroskopie zu analysieren. 
3.3.3.2 Kultivierung von HEK293 Zellen 
Die Zelllinie wurde mit Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), versetzt 
mit 1% Pyruvat, 10% fetalem bovinem Serum und 2% L-Glutamin, versorgt und 
bei 37°C und 5%iger CO2 Atmosphäre gehalten. Die Passage der Zellen 
erfolgte entsprechend wie die Passage der COS-7 Zellen (s. 3.3.2.2). 
Schließlich wurden 100 μl der Zellsuspension auf eine neue Petrischale mit 
10 ml Medium gegeben. Zur Kultivierung wurden die Zellen auf 35 mm Schalen 
ausplattiert, die 2 ml Medium und dementsprechend weniger Zellen enthalten. 
Hier wurden ebenfalls Deckgläschen verwendet, die jedoch vor Benutzung 
beschichtet werden mussten (s. 3.7.2).  
3.3.3.3 Plasmid-Transfektion von HEK293 Zellen mit FuGENE Reagenz 
Die Transfektion von HEK293 Zellen erfolgte ebenfalls mit dem 
FuGENE6 Reagenz und wurde in gleicher Weise wie bei COS-7 Zellen 
(s. 3.3.1.3) durchgeführt. Da hierbei jedoch 35 mm Schalen verwendet wurden, 
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die 2 ml DMEM und Zellen enthalten, wurden 1,5 μg DNA, 4 μl FuGENE und 
100 μl Medium ohne Serum verwendet. 
Tabelle 3.15 Materialien für die Zellkultur       
DMEM-Medium   500 ml Dulbecco’s modified Eagle’s Medium 
     1% Pyruvat 
     10% fetales bovines Serumalbumin 
     2% L-Glutamin  
Alpha-Medium   500 ml Alpha-MEM-Medium 
     5% Penicillin/Streptomycin 
     10% fetales bovines Serumalbumin  
3.4 Proteinexpression in Oozyten 
Zur weiteren Analyse in der Ko-Immunopräzipitation wurden für die 
Proteinexpression Vorstufen reifer Eizellen des afrikanischen Krallenfrosches 
Xenopus laevis verwendet. Durch Einbringen von fremder mRNA kann die 
Synthese funktionsfähiger Proteine in Oozyten des Xenopus laevis induziert 
werden (Gurdon et al. 1971, Gundersen & Miledi 1983). 
In diesem Projekt verwendete Proteine wurden alle aus Xenopus laevis kloniert, 
sodass davon ausgegangen werden konnte, dass die posttranslationale 
Modifikation im Vergleich zu endogenen Proteinen unverändert ist. Eine 
veränderte Modifikation wäre möglicherweise bei Proteinen aus anderen 
Herkunftsorganismen zu erwarten gewesen. 
Für die Proteinexpression wurde cRNA folgendermaßen in die Oozyten 
eingebracht: Die Oozyten wurden zunächst chirurgisch aus dem Ovar der 
adulten Frösche gewonnen und zur Entfernung von umgebenden Bindegewebe 
ein bis zwei Stunden in einer Kollagenase-Lösung 
(1 mg Kollagenase/1 ml OR2-Medium) bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die Oozyten unter dem Binokular 
sortiert und dabei etwa 1 mm große Oozyten im Stadium V und VI 
(Dumont 1972) mit einer deutlichen Trennung in eine helle (vegetativer Pol) und 
eine pigmentierte (animaer Pol) Hemisphäre ausgesucht. 
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Pro Oozyte wurde 8,4 ng cRNA in einem umgebauten Messstand wie folgt 
injiziert: Etwa 50 Oozyten wurden auf einem Netz in einer Schale mit 
OR2-Medium aufgereiht. Diese Schale war in einem Plexiglasblock unter dem 
Binokular des Messstandes fixiert. Die zu injizierende RNA wurde in die 
Glaskapillare aufgenommen und unter Sicht, durch Heranfahren der 
Kapillarspitze über einen handgesteuerten Kurs-Manipulator, in die einzelnen 
Oozyten injiziert. Anschließend wurden die Oozyten in OR2-Medium befüllte 
Kulturschalen überführt und in einem auf 19°C temperierten Inkubator bebrütet. 
Am folgenden Tag wurde die OR2-Lösung gewechselt und Oozyten, die in 
einem schlechten Zustand waren, entfernt.  
3.4.1 Protein-Präparation aus Oozyten 
Zwei bis drei Tage nach Injektion der RNA wurden die Oozyten für die 
Ko-Immunopräzipitation weiterverwendet. Auf Eis wurden die Oozyten zweimal 
mit OR2-Medium gewaschen und schließlich das Medium vollständig entfernt. 
Die gewaschenen Oozyten wurden in 15 µl Lysispuffer mit Protease-Inhibitoren 
(PMSF 10 μg/ml, Aprotinin 2 μg/ml, Leupeptin 2 μg/ml, Pepstatin 1 μg/ml) pro 
Oozyte aufgenommen und mit Pasteurpipetten homogenisiert. Nach 
dreimaligem Vortexen wurden die Homogenisate bei 4°C und 1000g zweimal 
zentrifugiert, wobei der Überstand ohne die Lipidphase weiterverwendet wurde. 
Nach 20-minütiger Zentrifugation bei 10.000 rpm konnte der Überstand mit 
zytosolischen und gelösten Membranproteinen für die Interaktionsexperimente 
von den restlichen Zellbestandteilen getrennt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 Material und Methoden 
37 
 
Tabelle 3.16 Für die Proteinexpression in Oozyten verwendete Materialien 
OR2-Medium      82,5 mM NaCl 
       2,5 mM KCl 
       1 mM Na2HPO4 
       5 mM HEPES 
       0,5 g/l Polyvinilpyrrolidon (PVP) 
       1,0 mM MgCl2 
       1,0 mM CaCl2 
       1% Penicillin 
                                                                          Einstellung auf pH 7,3 
Lysispuffer für Oozyten    100 mM NaCl 
       20 mM Tris, pH 7,4 
       1 mM EDTA 
PMSF       Konzentration 10 μg/ml 
Aprotinin      Konzentration 2 μg/ml 
Leupeptin      Konzentration 2 μg/ml 
Pepstatin      Konzentration 1 μg/ml 
Kapillaren für die RNA-Injektion in Oozyten 1.14 mm OD, 0.5 mm ID, World 
Precision Instruments 
3.5 Protein-Protein Interaktionsexperimente  
3.5.1 Allgemeines 
Proteine sind der Schlüsselbaustein für biologische Vorgänge in Zellen, wobei 
ein Großteil der Proteine für eine volle Funktionsfähigkeit Interaktionen mit 
weiteren Proteinen eingeht. Protein-Protein Interaktionen kontrollieren u. a. 
DNA-Replikation, RNA-Transkription, Protein-Translation und lassen somit 
Signaltransduktionsprozesse und Transportfunktionen entstehen. Um 
Protein-Protein Interaktionen zu erkennen, umfangreich zu charakterisieren und 
zu bestätigen sind zumeist verschiedene Untersuchungstechniken notwendig. 
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Die folgenden Abschnitte stellen die Methoden dar, welche in diesem Projekt 
zur Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen verwendet wurden. 
3.5.2 Yeast two-Hybrid („2-Hybrid-Hefe“) 
3.5.2.1 Das Prinzip 
Das Yeast two-Hybrid System ist ein genetischer Ansatz zur Untersuchung von 
Protein-Protein Interaktionen (Fields & Song 1989), wobei diese sehr sensitive 
Methode auch schwache und biochemisch nicht nachweisbare Interaktionen 
nachweisen kann. Ein Vorteil gegenüber in vitro Techniken ist, dass die 
Proteine und deren Interaktionen in einem eukaryotischen System exprimiert 
und untersucht werden. Somit erfahren die Proteine posttranslationale 
Modifikationen, welche wiederum maßgeblich das Interaktionsverhalten eines 
Proteins beeinflussen können (Yang et al. 1995, Fields 2009). 
Zum einen kann das Bindungsverhalten bekannter Proteine, bei denen eine 
Interaktion aufgrund anderer Daten erwartet wird, analysiert oder weiterhin ein 
Gemisch von Proteinen auf Interaktionspartner für ein bestimmtes Zielprotein 
untersucht werden. Dazu wird im Allgemeinen eine DNA-Bank aus der 
gesamten cDNA eines Organismus oder eines Gewebes durchgemustert 
(„gescreent“).  
Der 2-Hybrid Methode liegt die Rekonstitution des GAL4-Transkriptionsfaktors 
zu Grunde, der die Expression dreier Reportergene (Histidin, Adenosin, 
lacZ/MEL1) in der Hefe Saccharomyces cerevisiae aktiviert. Das Protein GAL4 
besteht aus zwei funktionell essenziellen Domänen: Die eine Domäne besteht 
aus dem N-terminalen Anteil, die an spezifische DNA-Sequenzen (UAS) bindet 
und somit die DNA-Bindungsdomäne darstellt. Die C-terminale Domäne ist für 
die Aktivierung der Transkription notwendig und somit die Aktivierungsdomäne. 
Diese beiden Domänen lassen sich mit molekularbiologischen Methoden 
physikalisch voneinander trennen, womit sie ihre gemeinsame Funktion der 
Initiierung der DNA-Transkription verlieren und dadurch die Reportergene nicht 
mehr aktivieren können. Für eine Interaktionsuntersuchung kann nun das 
Zielprotein hinter die GAL4-DNA-Bindungsdomäne des Vektors pGBKT7 und 
sein vermuteter Interaktionspartner, das Kandidatenprotein, hinter die 
GAL4-Aktivierungsdomöne des Vektors pACT2 kloniert werden. Werden diese 
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beiden Konstrukte nun in Hefezellen ko-exprimiert, kommt es im Falle einer 
Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen zu einer Rekonstruktion des 
GAL4-Transkriptionsfaktors, damit zu einer Aktivierung der RNA-Polymerase II 
und somit zur Expression der Reportergene. Um dies zu testen, müssen vorher 
die endogenen Gene für GAL4 eliminiert werden, um Störungen durch 
endogene Proteinexpression auszuschließen (s. Abb. 5).  
In diesem Projekt wurde der Hefestamm AH109 des MATCHMAKER GAL4 
Two-Hybrid Systems 3 (Clontech, Heidelberg) verwendet. Beide, in die 
entsprechenden Vektoren klonierten Sequenzen, wurden in den 
Hefestamm AH109 transformiert, der für die Synthese der Aminosäuren Leucin 
und Tryptophan auxotroph ist. Da pGBKT7 ein Gen aus dem 
Tryptophan-Stoffwechsel und pACT2 ein Gen aus dem Leucin-Stoffwechsel 
besitzt, konnte durch entsprechende Wahl von Selektionsnährmedien (SD) auf 
das Vorhandensein beider Plasmide in der Hefezelle selektiert werden. 
Weiterhin enthält der Hefestamm AH109 die Reportergene: ADE2, HIS3 und 
MEL1 oder IacZ, die nur bei funktionsfähigem GAL4-Komplex exprimiert 
werden. Die Expression des ADE2 Reporters erlaubt eine Wachstumsselektion. 
Durch Expression des Reporters benötigen die Hefen für ihr Wachstum kein 
Adenosin im Nährmedium, da dieses von der Hefe nun selbst synthetisiert wird. 
Der HIS3 Reporter erlaubt ebenfalls nutritionale Selektion, da auch die 
Aminosäure Histidin bei Expression dieses Reporters von der Hefe selbst 
hergestellt wird. Wächst ein Klon auf einem mehrfachen 
Selektionsmedium/Ade-/His- bedeutet dies im Rückschluss, dass die 
Reportergene ADE2 und HIS3 aktiviert worden sind. Dies wiederum bedeutet, 
dass die beiden zu untersuchenden Proteine eine Interaktion eingegangen sein 
müssen und so der Transkriptionskomplex erfolgreich hergestellt werden 
konnte. Diese zusätzliche Selektionsmöglichkeit erlaubt höhere Stringenz im 
Sinne von weniger falsch positiven Interaktionen.  
In diesem Projekt wurde die Yeast two-Hybrid Methode für die Bestätigung der 
mit anderen biochemischen Versuchen dargestellten Interaktion zweier Proteine 
verwendet. 
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3.5.2.2 Durchführung 
Vorbereitung kompetenter Hefezellen 
Für die Transformation mussten kompetente Hefezellen des Hefestamms 
AH109 vorbereitet werden. Kompetente Hefezellen wurden entsprechend des 
MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 Library User Manuals (Clontech, 
Heidelberg) folgendermaßen hergestellt: Mehrere, bis zu drei Wochen alte 
Hefekolonien wurden mit sterilen Impfösen in 1 ml YPDA-Medium gut aufgelöst 
und in 50 ml YPDA-Medium überführt. Diese Hefe-YDPA-Kultur wurde für 16 
bis 18 Stunden unter konstantem Schütteln (220 rpm) bei 30°C inkubiert. Ziel 
war das Erreichen der stationären Phase der Wachstumskurve (OD600 > 1,5), 
welches durch photometrische Messung der optischen Dichte der Kultur bei 
einer Wellenlänge von 600 nm (OD600) bestimmt wurde. Diese Übernachtkultur 
wurde schließlich soweit mit YDPA-Medium verdünnt, bis eine 300 ml Kultur mit 
einer OD600 von 0,2 bis 0,3 erreicht wurde. Erneut wurde diese 300 ml Kultur für 
drei Stunden bei 30°C und 220 rpm inkubiert, bis die optische Dichte auf 
OD600 0,5 ± 0,1 anstieg. Diese Kultur wurde für fünf Minuten bei 
Zimmertemperatur und 1.000g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit Wasser 
(bidest.) gewaschen und ein zweites Mal zentrifugiert. Nun wurde das Pellet in 
1,5 ml frisch zubereiteter 1x TE/LiAc-Lösung resuspendiert. 
Transformation 
Eine Standard-Transformation wurde folgendermaßen durchgeführt: Jeweils 
0,1 μg cDNA wurde mit 0,1 mg Herring testis carrier DNA (vorher zweimal für je 
fünf Minuten bei 95°C denaturiert, dazwischen auf Eis), 0,1 ml Lösung 
kompetenter Zellen und 0,6 ml frisch zubereiteter PEG/LiAc-Lösung durch 
vortexen gut gemischt. Herrings testes carrier DNA ist einzelsträngige DNA aus 
Lachs-Sperma, die die Transformation der Hefezellen mit der Plasmid-DNA 
unterstützt. Dieser Ansatz wurde 30 Minuten bei 30°C und 220 rpm inkubiert. 
Anschließend wurden 70 μl Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben und die 
Suspension vorsichtig gemischt. Für einen Hitzeschock wurde die Reaktion für 
15 Minuten bei 42°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für ein bis zwei 
Minuten auf Eis gekühlt, fünf Sekunden zentrifugiert und das Pellet nach 
Verwerfen des Überstandes in 0,5 ml einfachem TE-Puffer gelöst. Hiervon 
wurden jeweils 250 μl auf 10 cm Schalen mit Selektivmedium plattiert. Nach vier 
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bis fünf Tagen Inkubation bei 30°C wurden die Schalen bei 4°C für die weitere 
Verwendung aufbewahrt.  
In diesem Projekt 
Für die Durchführung des Yeast two-Hybrid Experiments wurden wie oben 
beschriebe Konstrukte im pACT2 und pGBKT7 Vektor verwendet, da diese die 
entsprechenden Domänen des GAL4-Proteins enthalten und so bei einer 
Interaktion der beiden Proteine einen funktionellen GAL4-Komplex herstellen. 
Die entsprechenden Konstrukte wurden zum Teil aus der Dissertation von 
Dr. Rudolf Herr verwendet, sodass in dieser Arbeit nicht erneut auf autonome 
Aktivierung der Ziel-Konstrukte getestet wurde. Die notwendige Testung der 
Hefe auf ihren Phänotyp wurde nicht durchgeführt, da die Hefe bereits im Labor 
verwendet und das Verhältnis Phänotyp zu Genotyp ausgetestet worden war. 
Zur sequenziellen Vorgehensweise wurden zunächst kompetente Hefezellen 
mit dem möglichen Interaktionspartner im pACT2 Vektor transformiert und der 
Transformationsansatz auf Petrischalen mit Leu--Selektionsnährmedium 
ausplattiert. Ein Wachstum der Hefezellen auf dem Leu--Selektionsnährmedium 
ist nur möglich, wenn das entsprechende pACT2-Konstrukt exprimiert wird. 
Durch diese Expression wird die fehlende Aminosäure synthetisiert und der 
gewünschte Selektionsdruck erreicht. Zur Kontrolle wurden ebenfalls 
SD/Trp--Schalen verwendet. 
Für die Ko-Transformation der pGBKT7-Konstrukte mit der DNA-BD wurden 
kompetente, das Kandidatenprotein bereits exprimierende, Hefezellen 
hergestellt. Dazu wurden transformierte Hefekolonien von den SD/Leu--Schalen 
verwendet. Jedoch wurde SD/Leu- statt des YDPA-Mediums verwendet, um 
den Selektionsdruck aufrecht zu erhalten. Ansonsten wurde die Transformation 
wie bereits beschrieben durchgeführt. Schließlich wurde je 250 µl des Ansatzes 
auf SD/Trp-/Leu-/His- und zur höheren Wachstumsstringenz auf SD/Trp-/Leu-
/His-/Ade- ausplattiert. In diesem Schritt fand nur ein Koloniewachstum statt, 
wenn die beiden Partner miteinander interagieren und dadurch ein funktioneller 
GAL4-Komplex entstehen konnte. 
Eine große Schwäche des Yeast two-Hybrid Systems ist jedoch die hohe 
Anzahl an falsch positiven Ergebnissen. Um die Zahl dieser Klone zu senken 
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wurden Negativkontrollen durchgeführt, bei denen das Gen eines nicht 
bindenden Proteins in den pACT2 Vektor kloniert wurde. Würden also diese 
Kontrollen mit dem Zielprotein eine Interaktion eingehen, wäre davon 
auszugehen, dass diese unspezifisch ist. Dies würde nahelegen, dass auch die 
Interaktion des Kandidatenproteins mit dem Zielprotein unspezifisch und somit 
falsch positiv ist.  
Tabelle 3.17 Lösungen für die Yeast two-Hybrid Experimente 
Lager-Lösungen 
10x Tris-EDTA-(TE-)Puffer   0,1 M Tris-HCl 
      10 mM EDTA 
      Einstellung auf pH 7,5 
10x Lithium Acetat (Li-Ac)   1 M Lithium Acetat 
      Einstellung auf pH 7,5 
50% Polyethylene glycol (PEG)  Mr = 3,350 
 
Gebrauchslösungen, kurz vor dem Experiment angesetzt 
PEG/Li-Ac-Lösung    40% PEG 
      1x TE 
      1x LiAc 
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des Yeast two-Hybrid Experiments 
A: Normale Transkription des Reporter-Gens durch intakten GAL4-Komplex mit 
GAL4-Bindedomäne und GAL4-Aktivierungsdomäne. 
B: Nur das Kandidatenprotein an die GAL4-BD fusioniert, führt nicht zu einer 
Transkription. 
C: Nur das Zielprotein an die GAL4-AD fusioniert, führt nicht zu einer Transkription. 
D: Fusion von Kandidatenprotein an GAL4-BD und Zielprotein an GAL4-AD führt bei 
Interaktion dieser beiden Proteine zu großer räumlicher Nähe der GAL4-Anteile und 
aktiviert die Transkription (modifiziert nach http://en.wikipedia.org/wiki/Two-
hybrid_screening). 
3 Material und Methoden 
44 
 
3.5.3 GST-Pull Down Experiment 
3.5.3.1 Das Prinzip 
Die Pull Down Methode ist eine in vitro Methode, um die physikalische 
Interaktion zwischen zwei Proteinen zu untersuchen. Ein GST-Fusionsprotein, 
welches an Glutathion Sepharose-Beads bindet, wird als Köder benutzt, um 
den spezifisch interagierenden Partner aus der Lösung herauszuziehen 
(„Pull Down“) (Brymora et al. 2004). Das potenzielle Interaktionsprotein kann 
ein in vitro translatiertes Protein sein oder, wie in diesem Projekt, aus einem 
Zelllysat stammen. 
3.5.3.2 Durchführung 
Für das GST-Pull Down Experiment wurden GFP-Epitop markierte Proteine in 
COS-7 Zellen exprimiert (s. 3.3.1.3). Das Lysat wurde, wie bereits in 3.3.1.4 
beschrieben, vorbereitet. Ein Aliquot dieses Lysats (50 μl) wurde für eine 
Expressionstestung mittels SDS-PAGE zur Kontrolle der erfolgreichen 
Expression der entsprechenden Proteine verwendet. Das Lysat der 
COS-7 Zellen mit dem entsprechenden Protein wurde mit 1 bis 50 μg des 
GST-Fusionsproteins und den Glutathion Sepharose-Beads versetzt und für 
drei Stunden bei 4°C unter Rotation inkubiert. Nach dieser Inkubationsperiode 
wurden die an Sepharose-Beads gebundenen GST-Fusionsproteine zusammen 
mit dem potenziell interagierenden Protein aus dem Zelllysat durch 
Zentrifugation für 30 Sekunden und Waschen mit 1 ml PBS und 
1% Triton-X 100 herausgefischt. Als Negativ-Kontrolle wurde das Lysat jeweils 
mit an Sepharose-Beads gebundenem GST alleine inkubiert. Zur Eluierung der 
Proteine von den Sepharose-Beads wurde diese Suspension anschließend für 
fünf Minuten in SDS-Sample-Puffer gekocht. Diese Proben wurden mittels 
SDS-PAGE und anschließeder Western Blot Analyse weiter untersucht 
(s. Abb. 6). 
Tabelle 3.18 Lösungen für GST-Pull Down Experiment 
SDS-Sample-Puffer  (5x)   50% Glycerol (100%ig) 
250 mM Tris, pH 6,8     
      10% SDS  
      500 mM DTT 
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Abbildung 6 Schematische Darstellung des GST-Pull Down Experiments 
COS-7 Zellen exprimieren nach Transfektion das Kandidatenprotein. 
GST-Fusionsproteine und GST allein, als Negativ-Kontrolle, wurden in E. coli Zellen 
exprimiert und das Lysat mit Sepahrose-Beads versetzt. Durch Inkubation des 
COS-7 Zelllysats mit der Bead-Suspension konnten die Proteine miteinander 
interagieren. Nach einigen Waschschritten und der Eluierung des Kandidatenproteins 
vom Zielprotein, erfolgte eine Analyse mittels Western Blot.  
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3.5.4 Ko-Immunopräzipitation 
3.5.4.1 Das Prinzip 
Zur Untersuchung der Assoziation von zwei interessierenden Proteinen oder 
zur Detektion von Interaktionspartnern eines Zielproteins ist die 
Ko-Immunopräzipitation eine der am häufigsten verwendeten Methoden 
(Phizicky & Fields 1995). Die, die beiden interessierenden Proteine 
exprimierenden Zellen werden zunächst lysiert. Aus diesem Zelllysat wird eines 
dieser Proteine durch Verwendung eines spezifischen Antikörpers isoliert. 
Dieser Antikörper/Protein-Komplex wird anschließend durch Protein A- oder 
G-Agarose-Beads aus der Lösung präzipitiert. Protein A und G sind bakterielle 
Zellwandproteine mit hoher Affinität für Antikörper und für diesen Versuch an 
Agarose, mit höherer molekularer Masse, immobilisiert. Proteine, die mit dem 
Zielprotein interagieren, werden somit ko-immunopräzipitiert und können weiter 
analysiert werden. 
Um die Generierung von spezifischen Antikörpern zu vermeiden, werden mit 
einfachen molekularbiologischen Methoden Nukleotid-Sequenzen eines 
spezifischen Epitops in die Sequenz des zu untersuchenden Proteins eingefügt. 
Das resultierende Protein erhält meist am N- oder C-Terminus einen kleinen, 
wenige Aminosäuren umfassenden Abschnitt eines sogenannten Epitops. Zur 
Präzipitation wird ein spezifischer, i. d. R. monoklonaler Antikörper gegen 
dieses Epitop eingesetzt. 
3.5.4.2 Durchführung 
In diesem Projekt wurden Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis mit der 
RNA der zwei interessierenden Proteinen ko-injiziert. Beide zu analysierenden 
Proteine müssen hierfür mit verschiedenen Epitopen markiert sein, sodass das 
VSV-G-Epitop (vesicular stomatitis virus glykoprotein) und das HA-Epitop 
(hemagglutinin epitope of influenza virus) verwendet wurden. Die Injektion 
wurde, wie in 3.4 beschrieben, durchgeführt. Nach 48 Stunden Expression in 
den Oozyten wurden diese wie in 3.4.1 erläutert lysiert. Davon wurden 
Aliquote (50 μl) mit 10 μl 5x SDS-Sample-Puffer versetzt, für zehn Minuten bei 
56°C erhitzt und in der SDS-PAGE als Expressionskontrolle getestet. Das Lysat 
wurde mit 1/10 des Lysatvolumens mit 20%iger BSA-Lösung und 1 μg des 
entsprechenden Antikörpers versetzt (anti-VSV-Antikörper) und für zweieinhalb 
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Stunden bei 4°C rotiert. Entsprechende Negativ-Kontrollen wurden ebenfalls 
durchgeführt. Nach der Antikörper-Inkubation wurden 20 μl Agarose-Beads 
hinzugegeben und erneut für eine Stunde bei 4°C inkubiert. Die Agarose-Beads 
wurden zusammen mit den Immunkomplexen durch Zentrifugation für eine 
Minute bei 8000 rpm gesammelt, dreimal mit dem KoIP-Puffer gewaschen und 
schließlich mit 50 μl 2,5x Sample-Puffer für zehn Minuten bei 56°C gekocht 
(s. Abb. 7). 
Tabelle 3.19 Lösungen für die Ko-Immunopräzipitation 
Lysispuffer für Oozyten    100 mM NaCl 
       20 mM Tris, pH 7,4 
       1 mM EDTA 
PMSF Stocklösung  200 mM Phenylmethysulfonyl in 
Ethanol gelöst 
BSA       20% BSA in Aqua dest. gelöst 
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Abbildung 7 Schematische Darstellung der Ko-Immunopräzipitation 
Expression des Ziel- und Kandidatenproteins in Oozyten nach RNA-Injektion. Nach 
etwa 48 Stunden wurde das Zellextrakt präpariert und mit einem Antikörper gegen 
eines der beiden Proteine versetzt. Durch Zugabe von Protein A/G wurde der 
Interaktionskomplex präzipitiert und durch mehrere Waschschritte unspezifische 
Proteine entfernt. Ziel- und Kandidatenprotein wurden eluiert und schließlich im 
Western Blot analysiert. 
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3.6 Proteinchemie 
3.6.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE ist eine biochemische Methode zur Trennung von 
Proteingemischen oder Nukleinsäuren im elektrischen Feld (Laemmli 1970). 
Während der Elektrophorese kommt es zu einer Wechselwirkung von Proben, 
Gel-Matrix und Puffern im elektrischen Feld. Daher sind die Variablen, die bei 
der SDS-PAGE beachtet werden müssen, die Porengröße des Gels, die 
Eigenschaften der zu untersuchenden Moleküle, die Puffersysteme und die 
angelegte Spannung.  
Die Proteine können anhand der eigenen Ladung in einer nicht-denaturierenden 
Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) oder anhand des Molekulargewichts 
in einer denaturierenden SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
aufgetrennt werden. Das anionische Tensid Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) 
denaturiert die Proteine, bindet diese in einem konstanten Ladungsverhältnis 
und überdeckt so die Eigenladung des Proteins. Dadurch wird bei der 
denaturierenden SDS-PAGE eine Auftrennung durch die Molekulargröße und 
nicht anhand der Ladung vorgenommen (Sharipo et al. 1967).  
In diesem Projekt wurde das diskontinuierliche Puffersystem nach Laemmli 
(Laemmli 1970) verwendet. Das Sammelgel, ein nicht auftrennendes Gel in 
niedriger Konzentration (4% Acrylamid), komprimiert durch seine 
Puffereigenschaften die Proben in eine dünne Starterbande. Im darunter 
befindlichen Trenngel, mit einer Acrylamidkonzentration von 10% bis 15%, 
werden die Proben gleichmäßig aufgetrennt. Mit steigender 
Acrylamidkonzentration nimmt die Porengröße des Gels ab, sodass diese 
Auswahl in Abhängigkeit der Größe der aufzutrennenden Proteine zu treffen ist. 
Zur Vorbereitung für die Elektrophorese wurden die Proben mit 
SDS-Sample-Puffer versetzt und für fünf Minuten bei 95°C erhitzt. Dadurch 
wurden Tertiär- und Sekundärstrukturen der Proteine aufgebrochen. 
Anschließend wurden die Proteingemische für die Auftrennung auf ein 
diskontinuierliches Polyacrylamidgel geladen. Dieses Gel wurde senkrecht in 
das Mini PROTEAN® Tetra Gelelektrophoresesystem (Biorad, München) und 
die Kammer mit SDS-Laufpuffer gefüllt. Um die Masse der Proteine abschätzen 
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zu können, wurde ein Proteinmarker geladen. Bei den Gelen, die anschließend 
mit CoomassieTM Blue gefärbt werden sollten, wurde der Precision Plus 
Unstained Marker (Biorad, München) aufgetragen. Für Blots, die weiter im 
Western Transfer analysiert werden sollten, wurde der Precision Plus Protein 
Standard KaleidoskopTM Marker (Biorad, München) verwendet. 
Die Gele wurden wie in folgender Tabelle angegeben zusammengesetzt, wobei 
TEMED und 10%ige APS-Lösung, die die Polymerisation initiieren, zum 
Schluss hinzugegeben wurden. Das Trenngel wurde in 1,5 mm-Kassetten von 
Biorad gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach der Polymerisation 
wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel gegossen. Bei einer 
Spannung von 160 V und 30 mA (pro Gel) wurden die Proteine für etwa 60 bis 
100 Minuten aufgetrennt. 
Tabelle 3.20 Ansatz für 5 ml Polyacrylamidgel-Lösung 
 Sammelgel Trenngel 
4% 10% 15% 
Wasser (ml) 3 2 1,18 
0,5 M Tris pH 6,8 (ml) 1,25 - - 
1,5 M Tris pH 8,8 (ml) - 1,25 1,25 
Acrylamid-Bisacrylamid (30%) (ml) 0,67 1,66 2,50 
SDS (10% (w/v)) (μl) 100 50 50 
APS (10% (w/v)) (μl) 50 25 25 
TEMED (μl) 5 2,5 2,5 
Gesamt (ml) 5 5 5 
Tabelle 3.21 Lösungen für die SDS-Page 
APS-Lösung    1% Amoniumpersulfat in H2O bidest. 
Puffer für Sammelgel   0,5 M Tris, pH 6,8 
Puffer für Trenngel   1,5 M Tris pH 8,8 
Laufpuffer    25 mM Tris-Base 
     200 mM Glycine 
     3,5 mM SDS gelöst in H2O bidest. 
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3.6.2 CoomassieTM Blue Färbung 
Der Farbstoff CoomassieTM Blue bindet unspezifisch an Proteine und wird daher 
verwendet um Proteinbanden auf SDS-PAGE Gelen sichtbar zu machen. Diese 
Färbemethode kann bis zu 0,1 μg eines Proteins pro Bande detektieren. Das 
SDS-Gel wurde für 60 Minuten bis zehn Stunden in einer CoomassieTM Blue 
Färbelösung inkubiert. Anschließend wurde die Hintergrundfärbung mit einer 
Entfärbelösung entfernt, sodass nach etwa zwei weiteren Stunden die 
Proteinbanden deutlich zu erkennen waren.  
Tabelle 3.22 Lösungen für die CoomassieTM Blue Färbung 
CoomassieTM Blue Färbe Lösung  40% Methanol 
      10% Essigsäure 
      0,1% CoomassieTM Brilliant Blue R250 
Entfärbelösung    40% Methanol 
      10% Essigsäure 
3.6.3 Western Transfer 
Die mit der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine können beim Western Transfer 
(Towbin et al. 1979) weiter analysiert werden. Die Proteinbanden werden im 
elektrischen Feld vom SDS-PAGE Gel auf eine PVDF-Membran übertragen, 
bleiben dort aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften und sind dann für 
weitere Methoden zugänglich. 
Zur Durchführung wurden die PVDF-Blotmembranen (PerkinElmer, Waltham, 
MA, USA) für eine Minute in Methanol vorbehandelt und anschließend für zehn 
Minuten in Transferpuffer inkubiert. Die in Transferpuffer prääquibrillierten 
Faserkissen, Filterpapiere, das entsprechende SDS-PAGE Gel und die 
Membran wurden wie folgt zu einem Sandwich zusammen gebaut: Das Gel 
wurde auf die Membran gelegt und beides wiederum von je einem Filterpapier 
und einem Faserkissen beidseitig eingeschlossen, in eine Kassette eingespannt 
und schließlich in die Western Blot Kammern eingesetzt. Der Proteintransfer 
erfolgte 90 Minuten bei 75 mA pro Gel in gekühltem Transferpuffer, wodurch die 
Proteine durch das elektrische Feld von dem Gel auf die Membran migrierten. 
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Nach dem Proteintransfer wurden die PVDF-Membranen für 30 Minuten in 
Blockierungspuffer inkubiert.  
Tabelle 3.23 Lösungen für den Western Blot 
1x Transferpuffer     25 mM Tris, pH 8,3 
       192 mM Glycine 
PBS-Tween-Puffer     10 mM Na2HPO4 x H2O 
      1 mM NaH2PO4 
       2 mM KCl 
       140 mM NaCl 
       0,8 mM Tween20 
Blockierungspuffer     1x PBS-Tween 
       3% bovines Serumalbumin 
3.6.4 Immunfärbung und Entwicklung 
Einige weitere Schritte sind notwendig, um die interessierenden Proteine auf 
der Membran darzustellen. Zuerst wurden die geblockten Membranen mit 
einem in Blockierungspuffer verdünnten Primär-Antikörper für eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Dieser Antikörper bindet spezifisch an das Epitop 
des entsprechenden Proteins. Alle verwendeten Primär-Antikörper und ihre 
Verdünnungen sind in Tabelle 3.25 zusammengefasst. Um unspezifisch 
gebundenene Primär-Antikörper zu entfernen wurden die Blotmembranen 
anschließend mit PBS-Tween gewaschen. Nun wurden die Membranen für 
30 Minuten mit einem, den Primär-Antikörper detektierenden, 
Sekundär-Antikörper behandelt. Alle verwendeten Sekundär-Antikörper sind an 
das Enzym Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelt und wurden in 
PBS-Tween verdünnt. In Tabelle 3.26 sind die verwendeten 
Sekundär-Antikörper aufgeführt. Nach einem weiteren Waschschritt mit 
PBS-Tween konnten die Membranen entwickelt werden. Durch Behandlung der 
Membranen mit LumiLight (Roche, Mannheim) konnte durch das Enzym HRP 
des Sekundär-Antikörpers eine leichte Lichtreaktion katalysiert werden. Das 
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emittierte Licht wurde mit dem Chemilumineszenz-System Chemi-Smart 5100 
(Vilber-Lourmat, Eberhardzell) detektiert und dem dazugehörigen Software 
Programm ausgewertet. 
3.7 Immunzytochemie 
3.7.1 Allgemeines 
Die Immunzytochemie ist eine Technik, bei der spezifische Antigen-Antikörper 
Interaktionen in Zellen in situ untersucht werden (Van Noorden & Polak 1983) 
und somit u. a. Informationen über die subzelluläre Lokalisation von Proteinen 
gewonnen werden können. In diesem Projekt wurden Zellen mit DNA für 
fluoreszierende Proteine transfiziert, verschiedene Bestandteile der Zellen 
markiert und Versuche zur subzellulären Lokalisation von Proteinen 
durchgeführt.  
Das Expressionsmuster von verschiedenen Epitop-markierten Proteinen wurde 
in LLC-PK1/CL4 und HEK293 Zellen untersucht. 
3.7.2 Beschichtung von Deckgläschen 
Da HEK293 Zellen auf unbeschichteten Deckgläschen nicht adherieren, wurden 
die Deckgläschen vor der Verwendung mit Polylysin 
(Poly-D-lysine hydrobromide, 70.000 – 150.000 MW, Sigma-Aldrich) 
beschichtet. Hierfür wurden die Deckgläschen zuerst in Methanol gewaschen, 
abgeflammt und mit 50 μl Polylysin pro Deckgläschen bedeckt. Nach 20 bis 
25 Minuten wurden die Zellen mit destilliertem Wasser gewaschen und bis zur 
Verwendung mit 1x PBS bedeckt. 
3.7.3 Fixierung und Färbung von Zellen 
3.7.3.1 Aussäen und Transfektion mit GFP- oder RFP-Konstrukten 
CL4 und HEK293 Zellen wurden auf 10 mm Deckgläschen in 35 mm Schalen 
ausgesät. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit der entsprechenden DNA, 
wie bereits in 3.3.2.3 und 3.3.3.3 beschrieben, transfiziert. 
3 Material und Methoden 
54 
 
3.7.3.2 Fixierung 
Nach sechs bis 18 Stunden wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und 
mit 4% Paraformaldehyd für zehn Minuten fixiert. Anschließend wurde erneut 
dreimal mit PBS gewaschen. 
3.7.3.3 Antikörper-Färbung 
Bei der Detektion der exprimierten Proteine mit einem Antikörper wurde wie 
folgt weiterverfahren: Damit im Verlauf größere Moleküle, wie die Antikörper, in 
die Zellen eindringen konnten, wurden die Zellen für zehn Minuten mit dem 
Permeabilisierungspuffer permeabilisiert. Anschließend wurden die Zellen für 
60 Minuten mit dem, in Blockierungspuffer gelösten Primär-Antikörper inkubiert. 
Hierfür wurden jeweils 40 μl der Antikörperlösung auf je ein Deckgläschen 
gegeben. Nach der Antikörper-Inkubation wurden die Zellen erneut dreimal mit 
PBS gewaschen und für zehn Minuten mit dem Blockierungspuffer inkubiert. 
Der zweite Antikörper wurde ebenfalls im Blockierungspuffer gelöst und für 
60 Minuten auf die Zellen gegeben. Erneut wurde anschließend dreimal mit 
PBS gewaschen. 
3.7.3.4 DAPI-Färbung  
Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid) 
bindet selektiv an DNA und generiert fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe mit 
hoher Spezifität. Da DAPI von Zellen rasch in die DNA aufgenommen wird, 
entstehen stark fluoreszierende Zellkerne, während eine zytoplasmatische 
Fluoreszenz nicht nachweisbar ist. Das Exzitationsmaximum dieses Farbstoffes 
liegt bei 359 nm und das Emissionsmaximum bei 461 nm.  
Eine Zellkernfärbung mit DAPI wurde i. d. R. als letzter Färbungsschritt 
durchgeführt, indem die Zellen mit DAPI in PBS für fünf Minuten inkubiert 
wurden. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und die 
Deckgläschen auf Objektträger in 15 μl Mowiol pro Deckgläschen eingebettet. 
3.7.4 Zellorganell-Marker 
Zur Untersuchung der subzellulären Lokalisation bestimmter Proteine können 
verschiedene Zellorganellen markiert werden und schließlich durch 
mikroskopische Analyse auf Ko-Lokalisation untersucht werden. 
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3.7.4.1 Membran-Marker  
Wheat Germ Agglutinin, Alexa Fluor 633, (Wheat Germ Agglutinin, Molecular 
Probes) wurde als Marker für Zellmembranen verwendet. Wheat Germ 
Agglutinin bindet über N-Acetylglucosamine an die Membranen. Das 
Exzitationsmaximum des Markers liegt bei 632 nm und das Emissionsmaximum 
bei 647 nm. 
Zur Färbung der transfizierten Zellen in 35 mm Schälchen wurden 10 μg Wheat 
Germ Agglutinin in 2 ml HBSS (Hank’s balanced salt solution, Gibco Invitrogen, 
Darmstadt) gelöst und die Zellen damit für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen, wie in 3.7.3.2 beschrieben, fixiert und weitere 
Färbungen durchgeführt. 
3.7.4.2 Golgi-Marker  
Als Golgi-Marker wurde BODIPY FLC ceramide (BODIPY FL ceramide, 
Molecular Probes) verwendet. Dieser Marker besteht aus Analoga von 
fluoreszenzmarkierten Ceramiden, die durch gleiche stereochemische 
Konformation wie natürliche aktive Sphinogolipide im Golgi-Komplex 
lokalisieren. Das Exzitationsmaximum des Markers liegt bei 505 nm und das 
Emissionsmaximum bei 511 nm. 
Zur Golgi-Färbung von transfizierten Zellen in 35 mm Schälchen wurden 
25 μg BODIPY FL ceramide für 60 Minuten bei 4°C in 2 ml HBSS inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mit frischem HBSS gewaschen und für 
30 Minuten bei 37°C inkubiert, bevor sie fixiert und weitere Färbungsschritte 
durchgeführt wurden. 
3.7.4.3 Lysosom-Marker  
Zur Markierung von Lysosomen wurde ein hochmolekulares 
fluoreszenzmarkiertes Dextran (dextran Texas Red®, 70,000 MW, neutral, 
Molecular Probes, Darmstadt) verwendet. Zur Visualisierung ist Dextran mit 
dem rot-fluoreszierenden Farbstoff Texas Red markiert. Texas Red wird durch 
Licht der Wellenlänge 595 nm maximal angeregt, das Emissionsmaximum liegt 
bei 615 nm. 
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In einer 1:25 (1 mg/ml) Verdünnung in HBSS wurde dextran Texas Red für eine 
Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen einmal gewaschen 
und für weitere sechs Stunden in Alpha-Medium bei 37°C inkubiert und fixiert. 
Bei dieser Versuchsdurchführung markiert dextran Texas Red Lysosomen, bei 
kürzerer Inkubationszeit Endosomen (Nagata et al. 2007). 
3.7.4.4 ER-Marker  
Zur Markierung des endoplasmatischen Retikulums wurde das DSRed2 
Fluorescent Protein (DSRed2 Fluorescent Protein, Clontech Heidelberg) 
verwendet. Hierzu wurden auf Deckgläschen wachsende Zellen mit dem 
Marker-Plasmid pDsRed2-ER (ko-)transfiziert und nach ca. 15 Stunden fixiert.  
3.7.5 Auswertung mittels konfokaler Mikroskopie 
Die Fluoreszenz-markierten Zellen wurden mit dem Zeiss LSM 700 Konfokalen 
Laser Mikroskop (Jena) analysiert. Das Mikroskop hat Krypton-Argon Laser mit 
Anregungswellenlängen von 488 nm, 548 nm und 633 nm und den 
entsprechenden Emissionsfiltern. Der Vorteil eines konfokalen 
Lasermikroskops, im Vergleich zu üblichen Fluoreszenz- oder 
Lichtmikroskopen, ist die Darstellung eines sehr klares Bildes von einem 
Bereich der Zellen mit hohem Kontrast zu umgebenden Bereichen. Diese 
Eigenschaft entsteht durch die Tatsache, dass bei konfokalen Mikroskopen die 
Anregung oder die Lichtintensität und der Fokus der Emission auf die gleiche 
Ebene begrenzt sind. Dadurch ist ein konfokales Mikroskop gut geeignet, um 
relativ dicke Proben zu analysieren und um dreidimensionale Bilder durch 
Scannen durch diese Proben (Sample) zu bekommen. Die subzelluläre 
Lokalisation von Proteinen kann mit dieser Technik einfach identifiziert werden. 
Durch die Verwendung von zwei oder drei verschiedenen Laser-Wellenlängen 
und den entsprechenden Emissionsfiltern können zwei bis drei 
Proteine/Fluoreszenzfarbstoffe in einer Zelle untersucht und so die 
Ko-Lokalisation bestimmt werden. 
Durch die Ko-Expression von zwei verschiedenen Fluoreszenzsignalen kann es 
zum Crosstalk zwischen den einzelnen Fluoreszenzfarbstoffen kommen. 
Besonders die starke Überexpression von einem Fluoreszenzaignal kann zum 
„Einbluten“ des einen Signals in die anderen spektralen Bereiche führen. Bei 
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spektralen Bildaufnahmen können durch das „Linear Unmixing“ auch die 
farblich überlappenden Farbstoffsignale exakt getrennt werden. Das heißt, dass 
crosstalk-freie Multifluoreszenzbilder bei simultaner Anregung erzeugt werden 
konnten und somit die Ko-Lokalisation von mehreren Fluoreszenzsignalen 
sicher bestimmt werden konnte. 
Tabelle 3.24 Lösungen für die Immunzytochemie 
Permeabilisierungspuffer    1x PBS 
2% normales Ziegen-Serum 
0,1% Triton X-100 
Blockierungspuffer    1x PBS 
                                                               2% normales Ziegen-Serum  
3.8 Chemikalien und Antikörper 
Alle in diesem Projekt verwendeten Standard Chemikalien wurden von 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Abbott (Wiesbaden) oder 
Roth (Karlsruhe) bezogen. 
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Tabelle 3.25 Primär-Antikörper 
Primär-Antikörper Hersteller Typ Wirt Verdünnung für 
Western 
Blotting 
Immun-
zytochemie 
anti-HA Roche Monoclonal 
IgG 
Ratte 1:2500  
anti-green 
fluorescent protein 
(GFP), N-terminal 
Sigma-
Aldrich 
Monoclonal 
IgG 
Maus 1:2500  
anti-VSV-G Roche Monoclonal 
IgG 
Maus 1:2500  
anti-Pep-mBlinAc-
Cter / Eluat C 
Squarix 
biotechno- 
logy, Marl 
IgG Kanin-
chen 
 1:100 
anti alpha tubulin Abcam, 
Cambridge 
Monoclonal 
IgG 
Maus  1:100 
anti acetylated 
tubulin 
Sigma-
Aldrich 
Monoclonal 
IgG 
Maus  1:100 
anti-pef1 Protein-
TechGroup 
Polyclonal Kanin-
chen 
1:2500 1:100 
Tabelle 3.26 Sekundär-Antikörper 
Sekundär- 
Antikörper 
Hersteller Typ Wirt Verdünnung für 
Western 
Blotting 
Immun-
zytochemie 
anti-rat-IgG-HRP Jackson 
Immuno- 
Research 
IgG Maus 1:5000  
Goat anti rabbit, 
Alexa Fluor 633 
Molecular 
Probes 
IgG Ziege  1:200 
Goat anti rabbit, 
Alexa Fluor 488 
Molecular 
Probes 
IgG Ziege  1:200 
Goat anti mouse, 
Alexa Fluor 635 
Molecular 
Probes 
IgG Ziege  1:200 
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4 Ergebnisse 
Die Experimente zur Untersuchung von potenziellen Interaktionspartnern des 
Ionenkanals TRPN1 des Krallenfrosches Xenopus laevis basieren auf einem 
Yeast two-Hybrid Screen einer Xenopus laevis Oozyten cDNA Bank. In dieser 
Studie konnten etwa 70 potenzielle Interaktionspartner des TRPN1 identifiziert 
werden (durchgeführt in der medizinischen Dissertation „Identifikation von mit 
dem Ionenkanal TRPN1 assoziierten Proteinen“ von Dr. Rudolf Herr, Institut für 
Physiologie, Universität Tübingen, 2008). 
Da ein Yeast two-Hybrid Screen eine sensitive Methode ist, jedoch viele falsch 
positive Ergebnisse lieferen kann, lag der Schwerpunkt dieser vorliegenden 
Arbeit auf der weiterführenden Analyse der Interaktion des Ionenkanals TRPN1 
mit sechs aus dem Yeast two-Hybrid Screen identifizierten, potenziellen 
Interaktionspartnern. Die Entscheidung für die hier weiteruntersuchten 
potenziellen Interaktionspartner wurde nach Literaturrecherchen zu Beginn der 
Arbeit gemacht. Im GST-Pull Down Experiment bestätigte Interaktionspartner 
wurden durch weitere Interaktionsexperimente bestätigt. Eine Eingrenzung der 
Interaktion und Untersuchung von Eigenschaften der Interaktionspartner wurde 
durch zellbiologische Experimente ermöglicht.  
4.1 Identifizierung von potenziellen Interaktionsproteinen des 
Ionenkanals TRPN1 mittels GST-Pull Down Experiment  
4.1.1 GST-Fusionsproteine 
Für die Untersuchung der Interaktion mittels GST-Pull Down Methode wurden 
Fragmente des TRPN1 durch Klonierung in den Vektor pGEX-2TK N-terminal 
mit dem Enzym Glutathion-S-Transferase fusioniert. Diese 
GST-Fusionsproteine wurden in E. coli BL21 exprimiert. Nach Lysierung der 
Zellen konnten die GST-Fusionsproteine mittels Glutathion Sepharose-Beads 
aus dem Zellextrakt aufgereinigt werden. Zur Überprüfung der Expression 
wurde das Zelllysat in der SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine im Gel mit 
Coomassie gefärbt.  
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Eine Übersicht über die in den pGEX-2TK Vektor klonierten TRPN1-Fragmente 
gibt die folgende Übersicht, eine schematische Darstellung der Fragmente zeigt 
Abbildung 8. Eine Zusammenfassung der durchgeführten Klonierungen ist 
Tabelle 9.3 zu entnehmen. 
4.1 In GST-Pull Down Experimenten verwendete GST-Fusionsproteine 
Name Aminosäuren 
von TRPN1 
Beschreibung 
TRPN1_ANK1-6 AS 1-205 Ersten sechs Ankyrin Repeats 
TRPN1_ANK3-6 AS 71-205 Dritter bis sechster Ankyrin Repeat 
TRPN1_ANK1-2 AS 1-73 Ersten beiden Ankyrin Repeats 
TRPN1_C  
TRPN1_Ctrunc  
AS 1394-1521 
AS 1447-1521 
Kompletter zytoplasmatischer C-Terminus 
3‘ Ende des zytoplasmatischen C-Terminus 
  
 
Abbildung 8 Schematische Darstellung des Ionenkanals TRPN1  
A: Schematische Darstellung des Ionenkanals TRPN1 mit sechs Transmembrandomänen 
(S1 - 6), einem kurzen zytosolischen C-Terminus und einem zytosolischen N-Terminus mit 
28 Ankyrin Repeats.  
B/C: Verwendete aminoterminale/carboxyterminale TRPN1-Fragmente für 
Interaktionsexperimente. Angabe der Proteingröße inkl. GST-Epitop (27 kD). 
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Eine repräsentative Analyse der Expression der GST-Fusionsproteine in 
E. coli BL21 ist in Abbildung 9 dargestellt. Es sind die Proben der fünf 
GST-Fusionsproteine aufgetragen. Die jeweils linke Spur eines Konstrukts stellt 
10% der gesamten löslichen Menge des GST-Fusionenproteins dar, die aus 
einer 50 ml Kultur gewonnen wurde. Die rechte Spur zeigt jeweils die 
unlöslichen Bestandteile der Expression im Pellet.  
 
Abbildung 9 Expression der GST-Fusionsproteine 
SDS-PAGE Gel zur Expressionskontrolle der fünf verwendeten GST-Fusionsproteine. 
Die jeweils linke Spur zeigt die löslichen Anteile, die jeweils rechte Spur die unlöslichen 
Bestandteile der Expression. Die Sternchen markieren die Bande mit dem für die 
GST-Fusionsproteine erwarteten Molekulargewicht. 
 
Zur Abschätzung der Konzentration der GST-Fusionsproteine wurden zum 
Vergleich verschiedene Mengen an bovinem Serumalbumin aufgetragen. Der 
beispielhafte Vergleich der Expression der GST-Fusionsproteine mit den 
BSA-Banden ist in Abbildung 10 zu erkennen. Präzise Angaben über die 
verwendete Menge der GST-Fusionsproteine sind durch die meist sehr 
schwache Expression nicht möglich. Näherungsweise wurde zwischen 1 bis 
20 µg der GST-Fusionsproteine in den folgenden Interaktionsexperimenten 
verwendet. 
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Abbildung 10 Expression der GST-Fusionsproteine mit BSA-Kontrollbande 
SDS-PAGE Gel zur Expressionskontrolle der verwendeten GST-Fusionsproteine im 
Vergleich zu 2 bzw. 5 µg BSA. Die Sternchen markieren die Bande mit dem für die 
GST-Fusionsproteine erwarteten Molekulargewicht. 
 
Die Expressionskontrollen der GST-Fusionsproteine zeigen zusätzliche Banden 
im SDS-PAGE Blot. Bei den meisten GST-Fusionsproteinen lässt sich eine 
weitere Bande mit etwa 27 kD erkennen. Diese stellen die Expression des 
GST-Epitops ohne Fusionsprotein dar. Zusätzliche Banden mit kleinerem 
Molekulargewicht könnten Degradierungsprodukte sein. Da jedoch bei der 
Protein-Präparation Protease-Inhibitoren verwendet wurden, sind dies 
wahrscheinlich keine in vitro Degradierungsprodukte, sondern vor der Isolation 
in vivo degradierte Proteine. Weiterhin könnten unspezifische Banden durch 
Translationsartefakte und Oligomerisation entstanden sein. Ebenso können 
endogene Proteine aus E. coli unspezifisch mit aufgereinigt worden sein.  
4.1.1.1 Löslichkeit der GST-Fusionsproteine 
Zur Bestätigung der Interaktion, der aus dem Yeast two-Hybrid Screen 
ausgewählten potenzielle Interaktionspartner von TRPN1, wurden zunächst 
zwei GST-TRPN1-Konstrukte mit den ersten sechs Ankyrin Repeats bzw. dem 
vollständigen zytoplasmatischen C-Terminus erstellt. In der 
Expressionskontrolle zeigte sich eine sehr geringe Löslichkeit dieser beiden 
Proteine. Ein Großteil der exprimierten Proteine befand sich im Pellet und nicht 
im löslichen Lysat (s. Abb. 9). 
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Banexy beschrieb 1999 den Induktor, die Induktorkonzentration, die Temperatur 
nach Induktion, die Lokalisation des exprimierten Proteins in den Zellen und die 
Lysierungsmethode der Bakterien als einige Faktoren, die die Löslichkeit und 
Menge von in E. coli exprimierten rekombinanten Proteinen beeinflussen. 
Weiterhin können sich Einschlusskörperchen bilden (Banexy & Mujacic 2004), 
die unvollständig und fehlerhaft gefaltete Proteine enthalten und durch starke 
Expression im Zytoplasma entstehen können.  
Zur Verbesserung der Löslichkeit wurden in dieser Arbeit größere Kulturansätze 
verwendet und Variationen der Induktionskonzentrationen, Induktionsdauer 
sowie Lysierungsmethode getestet. Weiterhin wurden TRPN1-Fragmente 
verschiedener Molekuargewichte erstellt. 
Die Anteile von löslichen GST-Fusionsproteinen konnten durch die in 
Kapitel 3.2 beschriebene Versuchsdurchführung erhöht und durch die 
Trunkationen der TRPN1-Fragmente in ausreichender Menge für das GST-Pull 
Down Experiment hergestellt werden. In Abbildung 11 ist ein SDS-PAGE Gel 
dargestellt, mit dem die Expression des GST-Fusionsproteins 
GST-TRPN1_ANK1-6 in E. coli BL21 genauer analysiert wurde. Die erste 
Bande zeigt eine nach einer Stunde Inkubation entnommene Probe. Die 
Expression der GST-Fusionsproteine wurde durch Zugabe von IPTG induziert 
und kann in Spur 2 und 3 nach ein bzw. zwei Stunden induzierter Expression 
beurteilt werden. In diesen Proben ist bereits eine Bande mit der für 
GST-TRPN1_ANK1-6 erwarteten molekularen Masse zu erkennen. Da die 
entnommene Probe nicht gereinigt wurde, zeigten sich zusätzliche Banden. 
Nach drei Stunden induzierter Expression, Pelletierung der Zellen und 
Lysierung, wurde das GST-Fusionsprotein mit  Glutathion Sepharose-Bead 
gereinigt und mit PBS + 1% Triton-X-100 gewaschen. Die Spur „Lysat“ zeigt 
das gereinigte Lysat des GST-Fusionsproteins, wobei die Spur „Pellet“ den 
hohen unlöslichen Anteil des GST-Fusionsproteins im Pellet erkennen lässt. Die 
Expression des GST-Fusionsproteins war ausreichend, wie anhand der Banden 
während der Induktionszeit und im Pellet zu erkennen ist. Da das Protein trotz 
Modifikationen in der Versuchsdurchführung weiterhin schlecht löslich war, war 
für weitere Versuche nur eine geringe Proteinmenge im Lysat verfügbar.  
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Abbildung 11 Löslichkeitstest von TRPN1_ANK1-6 
Die Spur 1 des Expressionsgels zeigt die Expression der E. coli BL21 Bakterien eine 
Stunde nach Inkubation einer 50 ml Kultur bei 37°C. Spur 2 und 3 zeigen die 
Expression der E. coli Bakterien eine bzw. zwei Stunden nach Zugabe von IPTG zum 
Kulturansatz. Nach drei Stunden Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation 
pelletiert und mit BugBuster Reagenz lysiert. Anschließend wurde das 
GST-Fusionsprotein mit Glutathion Sepharose-Bead gereinigt und mit PBS + 
1% Triton-X-100 gewaschen. 30 µl des Lysats und 10 µl des Pellets von 
GST-TRPN1_ANK1-6 wurden nach diesen Wasch- und Reinigungsschritten auf das 
Gel aufgetragen. Das Sternchen zeigt das erwartete Molekulargewicht des 
TRPN1-Fragments. 
 
4.1.2 Potenzielle Interaktionsproteine 
4.1.2.1 Untersuchte potenzielle Interaktionsproteine 
Nach Literaturrecherchen zu den potenziellen Interaktionspartnern fiel die 
Entscheidung die Interaktion zwischen TRPN1 und folgenden Proteinen 
genauer zu untersuchen (Informationen zu den untersuchten Proteinen s. 5.1.1 
und 5.2):  
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4.2 Potenzielle Interaktionspartner des TRPN1 N-Terminus 
Potenzielle Interaktionspartner 
des TRPN1 N-Terminus  
NCBI Referenz 
Sequenz 
Größe des Konstrukts inkl. 
GFP-Epitop (27 kD) 
Aldoketoreduktase 7A2 NP_001089776.1 60,2 kD 
Prefoldin subunit 5 NP_001088120.1 43    kD 
Peflin 1 Q5PQ53.1 57    kD 
Peptidyl-Prolyl Isomerase H 
(Cyclophillin H) 
NP_001090048.1 43,8 kD 
 
4.3 Potenzielle Interaktionspartner des TRPN1 C-Terminus 
Putative Interaktionspartner des 
TRPN1 C-Terminus  
NCBI Referenz 
Sequenz 
Größe des Konstrukts inkl. 
GFP-Epitop (27 kD) 
Securin NP_001081983.1 47,7 kD 
RanBPM BAA88895.1 87    kD 
Prefoldin subunit 5 NP_001088120.1 43    kD 
 
Die sechs ausgewählten Proteine, deren Interaktion mit TRPN1 verifiziert 
werden sollte, wurden in den pEGFP-C1 Vektor kloniert. Dadurch wurde das 
grün-fluoreszierende Protein (GFP) als Epitop N-terminal an die potenziellen 
Interaktionspartner fusioniert. Durch einen anti-GFP-Antikörper konnten diese 
GFP-Kandidatenproteine im Western Blot einheitlich detektiert werden. 
4.1.2.2 Expression der potenziellen Interaktionsproteine 
Als Expressionssystem für die GFP-Kandidatenproteine wurden COS-7 Zellen 
verwendet. Bei einer Konfluenz von etwa 70% wurden COS-7 Zellen transient 
mit der DNA je eines Kandidatenproteins transfiziert (s. 3.3.1.3). Nach etwa 
36 Stunden Expression wurden die Zellen lysiert und konnten für das GST-Pull 
Down Experiment verwendet werden. Zur Expressionskontrolle wurden etwa 
5% der später für die Interaktionsexperimente verwendeten GFP-Proteine auf 
einem SDS-PAGE Gel aufgetrennt und im Western Blot mit einem 
anti-GFP-Antikörper gefärbt. 
Abbildung 12 zeigt ein typisches Expressionsmuster der vier potenziellen 
N-terminalen TRPN1 Interaktionspartner mit GFP-Epitop. Um eine Interaktion 
zwischen dem GFP-Epitop der Interaktionspartner und den TRPN1-Fragmenten 
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im Interaktionsexperiment auszuschließen, wurden als Negativ-Kontrolle Zellen 
nur mit GFP transfiziert. Als Positiv-Kontrolle der Expression wurde Porin, ein 
im Insitut für Physiologie, RWTH Aachen, bereits untersuchtes Protein, 
verwendet. 
 
Abbildung 12 Western Blot Analyse mit Expressionsproben der potenziellen 
Interaktionspartner des N-terminalen Bereichs von TRPN1 und Kontrollproteinen 
in COS-7 Zellen 
Anti-GFP Western Blot mit Expressionsproben der vier GFP-Kandidatenproteine. Die 
Sternchen markieren die Bande mit dem erwarteten Molekulargewicht der Konstrukte. 
 
4.1.3 GST-Pull Down Experiment mit N-terminalen Konstrukten des 
Ionenkanals TRPN1 
Das GST-Pull Down Experiment dient dazu die physikalische Interaktion zweier 
Proteine in vitro nachzuweisen. 
Für vier potenzielle Interaktionspartner wurde das GST-Pull Down Experiment 
mit den ersten beiden sowie den ersten sechs Ankyrin Repeats von TRPN1 
durchgeführt. Sämtliche GST-Pull Down Experimente wurden entsprechend der 
Versuchsdurchführung in 3.5.3 vollzogen. 
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Ein repräsentatives Ergebnis aus fünf GST-Pull Down Experimenten ist in der 
Western Blot Analyse in der Abbildung 13 gezeigt.  
Für GFP-AKR und GFP-Peflin ließen sich in der Western Blot Analyse mit 
einem anti-GFP-Antikörper Proteinbanden mit erwartetem Molekulargewicht 
nachweisen, sodass diese beiden Interaktionspartner sowohl mit 
GST-TRPN1_ANK1-6 als auch mit GST-TRPN1_ANK1-2 interagieren. Die 
Proteine GFP-Prefoldin 5 und GFP-Peptidyl-Prolyl Isomerase H interagieren 
nicht mit den aminoterminalen GST-Fusionsproteinen des TRPN1. Hier ließen 
sich keine Proteinbanden im anti-GFP Western Blot detektieren. 
Kontrollexperimente zum Ausschluss einer Interaktion zwischen den 
GFP-Kandidatenproteinen und den GST-Fusionsproteinen durch die Epitope 
GFP und GST zeigten negative Ergebnisse. Einerseits wurden GST-Pull Down 
Experimente mit dem GST-Epitop und den GFP-markierten Proteinen 
durchgeführt, andererseits mit dem GFP-Epitop und dem GST-Fusionsprotein. 
Die Ergebnisse dieser Negativ-Kontrollen sind in Abbildung 13 dargestellt und 
zeigen, dass die im Vorherigen beschriebenen Interaktionen nicht durch das 
GST- oder GFP-Epitop hervorgerufen wurden. 
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Abbildung 13 Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments mit 
aminoterminalen GST-Fusionsproteinen des TRPN1 und potenziellen 
GFP-Interaktionspartnern und Negativ-Kontrollen (s. Wiemuth et al. 2012) 
A: Anti-GFP Western Blot mit Expressionsproben der vier GFP-Kandidatenproteine. 
Die Banden stellen 5% der Proteinmenge dar, die im GST-Pull Down Experiment 
eingesetzt wurde. B/C: Anti-GFP Western Blot des GST-Pull Down Experiments mit 
GST-TRPN1_ANK1-2 bzw. GST-TRPN1_ANK1-6 und den vier 
GFP-Kandidatenproteinen. D: Negativ-Kontrolle: Anti-GFP Western Blot Analyse des 
GST-Pull Down Experiments mit GST und den GFP-Kandidatenproteinen bestätigt, 
dass die Interaktion der vorherigen Experimente nicht durch das GST-Epitop der 
GST-Fusionsproteine erzeugt wurde. E: Negativ-Kontrolle: Anti-GFP Western Blot 
Analyse des GST-Pull Down Experiments mit GST-TRPN1_ANK1-2 und GFP 
bestätigt, dass die Interaktion der vorherigen Experimente nicht durch das GFP-Epitop 
der GFP-Kandidatenproteine erzeugt wurde. 
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Um einen möglichen Einfluss von Calcium auf die Interaktion zwischen den 
N-terminalen GST-TRPN1-Fragmenten und den GFP-Kandidatenproteinen zu 
bewerten, wurde der oben beschriebene Versuch in Abwesenheit von Calcium 
und im Vergleich bei 1,8 mM Calcium durchgeführt (s. Abb. 14).  
In diesem Versuch zeigten sich für die Interaktion zwischen 
GST-TRPN1_ANK1-2 bzw. GST-TRPN1_ANK1-6 mit GFP-AKR, GFP-Peflin 
sowie der GFP-Peptidyl-Prolyl Isomerase H die gleichen Ergebnisse wie im 
vorherigen Versuch. Für diese Proteine hat die Anwesenheit von Calcium im 
Lysispuffer keinen Einfluss auf die Interaktion. Im Interaktionsexperiment 
zwischen den aminoterminalen GST-TRPN1-Fragmenten und GFP-Prefoldin 5 
wurde eine sehr schwache Proteinbande durch den anti-GFP-Antikörper im 
Western Blot detektiert. Im GST-Pull Down Experiment ohne Calcium im 
Lysispuffer war die Western Blot Analyse für GFP-Prefoldin 5 negativ.  
 
Abbildung 14 Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments mit 
aminoterminalen GST-Fusionsproteinen des TRPN1 und potenziellen 
GFP-Interaktionspartnern bei 1,8 mM Calcium 
A/B: Anti-GFP Western Blot des GST-Pull Down Experiments mit 
GST-TRPN1_ANK1-2 bzw. GST-TRPN1_ANK1-6 und den GFP-Kandidatenproteinen 
unter 1,8 mM CaCl-Bedingungen.  
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4.1.4 GST-Pull Down Experiment mit C-terminalem Konstrukt des 
Ionenkanals TRPN1 
Als potenzielle Interaktionspartner für den C-Terminus des TRPN1 standen drei 
Proteine zur Auswahl.  
Ursprünglich sollte der Versuch mit dem vollständigen zytoplasmatischen Anteil 
des C-Terminus durchgeführt werden. Da dieses GST-TRPN1-Fragment jedoch 
in zu geringem Ausmaß löslich war, um eine ausreichende Proteinmenge für 
ein GST-Pull Down Experiment zu erhalten, wurde der Versuch mit dem 
GST-TRPN1_Ctrunc-Konstrukt durchgeführt (s. Abb. 8). 
In zwei Versuchsdurchgängen konnte kein eindeutig reproduzierbares Ergebnis 
zur Interaktion zwischen GST-TRPN1_Ctrunc und den 
GFP-Kandidatenproteinen geliefert werden. Abbildung 15 zeigt die anti-GFP 
Western Blot Analyse der beiden durchgeführten GST-Pull Down Experimente. 
GFP-Securin und GFP-Prefoldin 5 zeigten in beiden Expressionstests nur eine 
sehr schwache Expression. Im zugehörigen GST-Pull Down Experiment ließen 
sich keine Banden mit dem erwarteten Molekulargewicht dieser beiden Proteine 
detektieren. Es konnte hier keine Interaktion nachgewiesen werden. 
GFP-RanBPM zeigte im ersten Versuch eine deutliche Expression und ließ sich 
auch im GST-Pull Down Experiment nachweisen, sodass hier von einer 
Interaktion mit GST-TRPN1_Ctrunc ausgegangen werden kann. Dieses 
Ergebnis konnte wegen fehlender Expression von GFP-RanBPM im zweiten 
GST-Pull Down Experiment jedoch nicht bestätigt werden. Weiterhin liegen für 
dieses Interaktionsexperiment keine Negativ-Kontrollen vor.  
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Abbildung 15 Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments mit 
C-terminalem GST-TRPN1-Konstrukt und drei potenziellen Interaktionspartnern 
mit GFP-Epitop 
A/B: Oben: Anti-GFP Western Blot des Expressionsversuchs der drei 
GFP-Kandidatenproteine. Die Banden stellen 5% der Proteinmenge dar, die im 
GST-Pull Down Experiment eingesetzt wurde.  Unten:  Anti-GFP Western Blot des 
GST-Pull Down Experiments zwischen GST-TRPN1_Ctrunc und den drei 
GFP-Kandidatenproteinen. Da im Versuch B keine Expression für GFP-RanBPM 
nachgewiesen werden konnte, ist hier das Ergebnis des GST-Pull Down Experiments 
ohne Aussage. 
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4.2 Weiterführende Experimente zur Analyse der Interaktion 
zwischen TRPN1 und Peflin 
Ein Teil der Ergebnisse zur Interaktion zwischen TRPN1 und Peflin wurde 
bereits veröffentlicht: 
Wiemuth D, van de Sandt L, Herr R, Gründer S.: Transient receptor potential N 
(TRPN1) from Xenopus interacts with the penta-EF-hand protein peflin. FEBS 
Lett. 2012 Dec 14;586(24):4276-81.  
4.2.1 Interaktionsbestätigung zwischen TRPN1 und Peflin mittels Yeast 
two-Hybrid Methode 
Zur Bestätigung der Interaktionsergebnisse des GST-Pull Down Experiments 
zwischen Peflin und TRPN1 wurden weitere Interaktionsexperimente 
durchgeführt. Durch Yeast two-Hybrid Versuche wurden in der Dissertation von 
Dr. Rudolf Herr die potenziellen Interaktionspartner des TRPN1 aus Oozyten 
des Xenopus laevis identifiziert. Zur Bestätigung sollte die Interaktion im Yeast 
two-Hybrid Versuch erneut nachgewiesen werden. (Weiterführende 
Informationen zu Peflin s. 5.1.1). 
Die verwendeten TRPN1-Konstrukte konnten aus der Dissertation von 
Dr. Rudolf Herr übernommen werden. Das N-terminale Konstrukt besteht aus 
den Aminosäuren 1 bis 205 als TRPN1_ANK1-6 und als carboxyterminales 
Konstrukt wurden die Aminosäuren 1395 bis 1521 als TRPN1_C in den 
pGBKT7 GAL4-DNA-Bindungsvektor kloniert, um TRPN1_ANK1-6-GAL4BD 
und TRPN1_C-GAL4BD zu erhalten. Die TRPN1-Konstrukte wurden somit an 
die GAL4-DNA-Bindedomäne fusioniert. Peflin wurde in den 
pACT2 GAL4-DNA-Aktivierungsvektor kloniert und somit an die 
GAL4-Aktivatordomäne fusioniert, hier im Folgenden als Peflin-GAL4AD 
benannt. 
Zur Durchführung dieses Experiments wurde das potenzielle Interaktionsprotein 
Peflin-GAL4AD in den Hefestamm AH109 transformiert, die Zellen auf 
Leu--Selektionsnährmedium ausplattiert und für 4 Tage bei 30°C inkubiert. Ein 
Teil dieser Zellen wurde geerntet und Peflin-GAL4AD exprimierende Zellen mit 
TRPN1_ANK1-6-GAL4BD bzw. TRPN1_C-GAL4BD ko-transformiert. Diese 
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Zellen wurden auf His-/Leu-/Trp--Selektionsnährmedium ausplattiert und erneut 
für 4 Tage bei 30°C angezüchtet. Aufgrund des selektiven Nährmediums war 
ein Wachstum der Zellen nur bei Ko-Expression und Interaktion von 
Peflin-GAL4AD und TRPN1_ANK1-6-GAL4BD bzw. TRPN1_C-GAL4BD 
möglich. 
Als Negativ-Kontrolle wurde das Protein Syntaxin im GAL4-BD-Vektor 
verwendet, für welches im Institut für Physiologie, RWTH Aachen, eine 
Interaktion mit TRPN1 ausgeschlossen werden konnte. Durch fehlendes 
Wachstum von Zellen auf His-/Leu-/Trp--Selektionsnährmedium konnte eine 
Interaktion zwischen der GAL4-DNA-Bindedomaine und 
GAL4 DNA-Aktivierungsdomäne ausgeschlossen werden. 
Abbildung 16 zeigt das Ergebnis eines von zwei Yeast two-Hybrid Versuchen. 
Es zeigte sich ein eindeutiges Koloniewachstum bei den mit den 
TRPN1-Konstrukten und Peflin ko-transformierten Zellen, jedoch kein 
Koloniewachstum bei den Negativ-Kontrollen. Dies bedeutet, dass in den 
oberen beiden Ansätzen ein funktionsfähiger GAL4-Komplex entstanden ist, die 
entsprechenden Reportergene aktiviert wurden und dadurch ein Wachstum der 
Hefe-Zellen ermöglicht wurde. Rückschließend muss eine Interaktion zwischen 
dem Peflin- und dem C-terminalen und N-terminalen TRPN1-Konstrukt 
vorgelegen haben. 
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Abbildung 16 Yeast two-Hybrid Experiment mit Peflin- und TRPN1-Konstrukten 
(s. Wiemuth et al. 2012) 
Das Wachstum von Hefekolonien auf selektivem Nährmedium 
(Histidin-/Leucin-/Tryptophan-) zeigt eine Interaktion zwischen, an die 
GAL4-DNA-Bindedomäne fusionierten, ersten sechs Ankyrin Repeats (linke 
Quadranten) und dem C-Terminus (rechte Quadranten) des TRPN1 mit dem an die 
GAL4-Aktivatordomäne fusioniertem Peflin (oben), jedoch nicht mit Syntaxin (unten).  
 
4.2.2 Interaktionsbestätigung zwischen TRPN1 und Peflin mittels 
Ko-Immunopräzipitation 
Zur Bestätigung der Interaktionsergebnisse des GST-Pull Down Experiments 
wurde eine Ko-Immunopräzipitation mit Peflin und TRPN1 durchgeführt. 
Hierzu wurden die ersten beiden Ankyrin Repeats (AS 1 - 73) des N-Terminus 
(TRPN1_ANK1-2) und der trunkierte C-Terminus (AS 1447 - 1521) 
(TRPN1_Ctrunc) als Interaktionsfragmente des TRPN1 mit einem VSV-Epitop 
in den Oozytenvektor pRSSP kloniert (TRPN1_ANK1-2-VSV und 
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TRPN1_Ctrunc-VSV). Peflin wurde ebenfalls in den Oozytenvektor kloniert und 
mit einem HA-Epitop versehen (Peflin-HA). 
Xenopus Oozyten wurden mit den gleichen Mengen RNA (je 4,2 ng) der 
verschiedenen Konstrukte ko-injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 2 Tagen 
wurden die Oozyten lysiert und die zytoplasmatische Fraktion des Lysats mit 
Protein A/G-Agarose-gekoppeltem VSV-Antikörper versetzt. An diesen 
Immunkomplex konnten die TRPN1-Fragmente über das VSV-Epitop binden 
und aus der Lösung präzipitiert werden. Peflin würde bei einer Interaktion mit 
dem TRPN1-Fragment ebenfalls aus der Lösung präzipitiert werden. Nach 
Eluierung der Agarose-Beads mit einem anti-VSV-Antikörper, konnte eine 
Interaktion mittels SDS-PAGE und Western Blot Analyse über einen 
anti-HA-Antikörper nachgewiesen werden. 
Die oben beschriebene Ko-Immunopräzipitation ist zweimal durchgeführt 
worden. Abbildung 17 zeigt ein Ergebnis. In der Western Blot Analyse mittels 
anti-HA-Antikörper konnte sowohl in der Ko-Immunopräzipitation mit 
TRPN1_ANK1-2-VSV sowie auch mit TRPN1_Ctrunc-VSV eine Bande mit 
erwartetem Molekulargewicht für Peflin-HA detektiert und somit eine Interaktion 
nachgewiesen werden. Zur Negativ-Kontrolle wurde anstatt des 
anti-VSV-Antikörpers ein muriner IgG-Antikörper in der Ko-Immunopräzipitation 
verwendet. Da Peflin-HA hier nicht im Western Blot nachgewiesen wurde, ist 
davon auszugehen, dass Peflin-HA im Versuch mit dem anti-VSV-Antikörper 
spezifisch über eine Interaktion mit den TRPN1-Konstrukten in der 
Ko-Immunopräzipitation aus dem Zelllysat aufgereinigt wurde. 
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Abbildung 17 Anti-HA Western Blot Analyse der Ko-Immunopräzipitation mit 
Peflin und TRPN1 
Anti-HA Western Blot (WB) der Ko-Immunopräzipitation (Ko-IP) mit Peflin-HA und 
TRPN1_ANK1-2-VSV (1+3) bzw. TRPN1_Ctrunc-VSV (2+4). Spur 1 und 2 stellen die 
anti-VSV-Antikörper Ko-IP dar. In Spur 3 und 4 wurde zur Ko-IP ein unspezifischer 
anti-IgG-Antikörper verwendet, um unspezifische Präzipitationen des Peflin-HA 
auszuschließen.  
 
4.2.3 Identifizierung potenzieller Interaktionsdomänen zwischen TRPN1 
und Peflin mittels GST-Pull Down Methode 
Im GST-Pull Down Experiment, Yeast two-Hybrid Versuch und in der 
Ko-Immunopräzipitation konnte die Interaktion des Proteins Peflin mit dem N- 
und C-Terminus von TRPN1 bestätigt werden. Mit der Durchführung weiterer 
GST-Pull Down Experimente sollte eine Eingrenzung der Interaktionsdomänen 
erreicht werden. Hierfür wurden verschiedene, im Folgenden beschriebene 
Trunkationen von Peflin und den Ankyrin Repeats von TRPN1 mittels GST-Pull 
Down Methode untersucht. 
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4.2.3.1 GST-Pull Down Experiment mit dem C-Terminus und den N-terminalen 
Ankyrin Repeats von TRPN1 und Peflin 
Bisher konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass Peflin im GST-Pull 
Down Experiment an TRPN1-Fragmente mit den ersten beiden sowie ersten 
sechs Ankyrin Repeats bindet. Um weiterhin zu testen, ob auch ein Konstrukt 
mit dem dritten bis sechsten Ankyrin Repeat zur Interaktion führt, wurde 
GST-TRPN1_ANK3-6 erstellt. Weiterhin sollte die Interaktion von Peflin mit dem 
C-Terminus von TRPN1 auch im GST-Pull Down Experiment bestätigt werden. 
Abbildung 18 zeigt die anti-GFP Western Blot Analyse eines GST-Pull Down 
Experiments mit GFP-Peflin und folgenden vier GST-TRPN1-Konstrukten: 
GST-TRPN1_Ctrunc, GST-TRPN1_ANK1-2, GST-TRPN1_ANK3-6 und 
GST-TRPN1_ANK1-6. GFP-Peflin lässt sich mit dem anti-GFP-Antikörper in 
allen vier GST-Pull Down Versuchen detektieren, sodass von einer Interaktion 
zwischen Peflin und den drei aminoterminalen TRPN1-Fragmenten und damit 
mit verschiedenen Ankyrin Repeats sowie auch mit dem C-Terminus 
ausgegangen werden kann. 
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Abbildung 18 Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments mit Peflin 
und amino- sowie carboxyterminalen TRPN1-Konstrukten (s. Wiemuth et al. 2012) 
A: Anti-GFP Western Blot mit Expressionsproben von GFP-Peflin. Die Banden stellen 
5% der Proteinmenge dar, die im GST-Pull Down Experiment eingesetzt wurde. 
B: Anti-GFP Western Blot des GST-Pull Down Experiments mit GFP-Peflin und den 
vier GST-TRPN1-Konstrukten.  
 
4.2.3.2 GST-Pull Down Experiment mit Peflin-Trunkation und Ankyrin Repeats 
von TRPN1 
Peflin gehört zur Familie der Penta-EF-Hand (PEF) Proteine und besitzt fünf 
EF-Hände in der C-terminalen Domäne sowie einen hydrophoben N-Terminus 
(NHB-Domäne) (Maki et al. 2002).  
Um die für die Interaktion mit TRPN1 wichtigen Domänen von Peflin 
einzugrenzen, wurden verschiedene Domänen von Peflin deletiert. 
Grundlagen für die Deletionen verschiedener Domänen waren 
Studienergebnisse zu Peflin oder weiteren EF-Hand Proteinen. Die 
EF5-Domäne der Penta-EF-Hand Proteine ist als Dimerisierungsdomäne 
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beschrieben (Blanchard et al. 1997, Lin et al. 1997). Diese Funktion sollte in 
einer entsprechenden Trunkation, mit Deletion der fünften EF-Hand, 
GFP-Peflin ΔEF5, untersucht werden. Die Funktion des N-Terminus von Peflin 
ist nicht bekannt, der Einfluss dieser Domäne wurde mit einem Konstrukt mit 
einer N-terminalen Trunkation getestet: GFP-Peflin ΔN. In Anlehnung an das 
Protein Calmodulin mit vier EF-Hand-Domänen und zwei unabhängig 
fungierenden Bereichen EF1+2 und EF3+4 (Kretsinger 1997), wurden folgende 
Peflin-Trunkationen erstellt: für das Konstrukt GFP-Peflin ΔEF3-5 wurden die 
EF-Hände drei bis fünf trunktiert und für das Konstrukt GFP-Peflin ΔN/EF1-2 
sowohl die NHB-Domäne wie auch die ersten beiden EF-Hände. Da EF-Hand 
Proteine als Calcium-bindende Proteine beschrieben wurden (Persechini et 
al. 1989), sollte für die Interaktion zwischen Peflin und TRPN1 der Einfluss von 
Calcium getestet werden. Die EF-Hände 1 und 3 des Peflin Proteins zeigen die 
größte Ähnlichkeit mit der EF-Hand Konsensus Sequenz, welche sich durch 
Calcium-Bindestellen auszeichnet (Kitaura et al. 1999). Diese EF-Hände 
enthalten an entsprechenden Positionen konservierte Glutamat Aminosäuren, 
die für die Calcium-Koordination wichtig sind und für die, bei Mutationen in 
anderen Proteinen, eine deutlich reduzierte Calcium-Affinität beschrieben ist 
(Babu et al. 1992). Dr. Dominik Wiemuth erstellte im Institut für Physiologie, 
RWTH Aachen ein Peflin-Konstrukt, bei dem die Aminosäure Glutamat an den 
Positionen E137 und E204 durch Alanin ersetzt wurde und als GFP-Peflin-Ca2+, 
Calcium-Bindestellen-Mutante, weiter untersucht werden sollte.  
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Abbildung 19 Schematische Darstellung der im GST-Pull Down Experiment 
verwendeten Peflin-Trunkationen und Peflin-Ca2+ (s. Wiemuth et al. 2012) 
Darstellung von Peflin mit dem hydrophoben N-Terminus mit neun Nonapeptiden und 
seinen fünf EF-Hand Motiven in der C-terminalen Region. Die Sternchen geben die 
ungefähren Positionen der Aminosäuren an, die durch Alanin ersetzt wurden. Weiterhin 
sind die von Peflin erstellten Trunkationen dargestellt. Alle Konstrukte wurden 
N-terminal an GFP fusioniert, sodass erwartete Molekulargewichte zwischen 39 und 
57 kD entstanden. Die angegebenen Ziffern zeigen die von Peflin enthaltenen 
Aminosäuren in den Trunkationen. 
 
Eine Darstellung der Primärstruktur der verschiedenen Peflin-Trunkationen und 
Peflin-Ca2+ ist in Abbildung 19 dargestellt. Da in diesem Versuch die COS-7 
Zellen mit einem Puffer lysiert wurden, der 1% Triton X-100 enthält, kann davon 
ausgegangen werden, dass die Proteine nicht denaturiert wurden. Eine 
pufferbedingte Fehlfaltung kann daher mit hoher Wahrscheinlichkeit 
ausgeschlossen werden. 
Das GST-Pull Down Experiment mit den Peflin-Trunkationen und Peflin-Ca2+ 
und TRPN1_ANK1-2 wurde fünfmal durchgeführt. Abbildung 20 zeigt ein 
repräsentatives Ergebnis dieses Experiments sowie eine quantitative Analyse 
aller Versuche. Wie in vorherigen GST-Pull Down Experimenten zeigt der 
Western Blot den Expressionstest von GFP-Peflin-Wildtyp und den 
GFP-Peflin-Konstrukten. In der mittleren Darstellung ist die anti-GFP Western 
Blot Analyse zum zugehörigen GST-Pull Down Experiment mit 
GST-TRPN1_ANK1-2 abgebildet. Die Interaktion zwischen TRPN1_ANK1-2 
und den Peflin-Trunkationen sowie der Calcium-Bindestellen-Mutante ist 
deutlich reduziert.  
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Eine quantitative Analyse der fünf identisch durchgeführten Experimente wurde 
zum Vergleich der Interaktion zwischen Peflin-Wildtyp und TRPN1_ANK1-2 mit 
der Interaktion zwischen den Peflin-Trunkationen und TRPN1_ANK1-2 
durchgeführt und ist im unteren Abschnitt von Abbildung 20 dargestellt. Hierfür 
wurden die Expressionsbanden der Western Blot Analyse der Peflin-Konstrukte 
bezüglich der Expressionsbande auf Peflin-Wildtyp normalisiert. Ebenso 
wurden aus der Western Blot Analyse der Interaktionsexperimente mit 
TRPN1_ANK1-2 die Banden der Peflin-Konstrukte zur Interaktionsbande von 
Peflin-Wildtyp und TRPN1_ANK1-2 normalisiert. Um die Stärke der Interaktion 
zu bestimmen, wurden jeweils die Expressionsbande der Peflin-Konstrukte und 
die entsprechende Interaktionsbande von TRPN1_ANK1-2 mit den 
Peflin-Konstrukten verglichen. Zur Quantifizierung der Proteinbanden der 
Expressionsblots wurde die Software Bio-1D von Vilber verwendet, zur 
statistischen Analyse wurde der Students t-Test durchgeführt. 
GST-TRPN1_ANK1-2 interagierte mit GFP-Peflin ΔEF5 und GFP-Peflin ΔEF3-5 
signifikant schwächer im Vergleich zur Interaktion mit GFP-Peflin (p<0,01). 
Auch die Analyse zwischen GST-TRPN1_ANK1-2 mit der 
Calcium-Bindestellen-Mutante zeigte eine signifikante Reduktion der Interaktion 
(31 ± 9% des Proteins wurde im Vergleich zum Peflin Wildtyp eluiert; p<0,01). 
Die Interaktion zwischen den ersten beiden Ankyrin Repeats und den 
Peflin-Trunkationen wurde nahezu verhindert, wenn die NHB-Domäne fehlt, 
GFP-Peflin ΔN und GFP-Peflin ΔN/EF1-2 (p<<0,01). Dies bedeutet, dass 
weniger als 10% im Vergleich zu Peflin-Wildtyp von den Trunkationen mit 
fehlendem N-Terminus im GST-Pull Down Experiment durch TRPN1_ANK1-2 
eluiert wurden.  
Diese Ergebnisse legen nahe, dass verschiedene Domänen von Peflin für eine 
Interaktion mit den Ankyrin Repeats des TRPN1 wichtig sind. Die NHB-Domäne 
sowie die fünfte EF-Hand, die Dimerisierungsdomäne, scheinen für eine 
Interaktion mit TRPN1 entscheidend zu sein. Weiterhin geben die Ergebnisse 
Hinweise auf einen Einfluss von Calcium auf die Interaktion von TRPN1 und 
Peflin. 
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Abbildung 20 Anti-GFP Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments 
mit TRPN1_ANK1-2 und Peflin-Trunkationen sowie Peflin-Ca2+ und 
Quantifizierung der Ergebnisse (s. Wiemuth et al. 2012) 
A: Anti-GFP Western Blot mit Expressionskontrolle der GFP-Peflin-Proteine (oben) und 
GST-Pull Down Experiment (unten). Die Banden im oberen Blot stellen 5% der 
Proteinmenge dar, die im GST-Pull Down Experiment eingesetzt wurde. Der untere 
Blot zeigt die Ergebnisse des GST-Pull Down Experiments zwischen 
GST-TRPN1_ANK1-2 und den dargestellten GFP-Peflin-Trunkationen und der 
Calcium-Bindestellen-Mutante. B: Der scatter dot plot zeigt die Quantifizierung von fünf 
GST-Pull Down Experimenten zwischen GST-TRPN1_ANK1-2 und den verschiedenen 
GFP-Peflin-Proteinen. Jeder Punkt stellt ein Experiment dar, die Balken stellen den 
Mittelwert sowie den S.E.M. dar, n = 5. Zur Quantifizierung wurden das Verhältnis der 
Intensität der Bande im GST-Pull Down Experiment und im Expressionstest bestimmt 
und bezüglich des Verhältnis‘ des Peflin-Wildtyps normalisiert. Die Interaktion zwischen 
GST-TRPN1_ANK1-2 und GFP-Peflin ΔEF5, GFP-Peflin ΔEF3-5 und GFP-Peflin-Ca2+ 
ist signifikant schwächer (p<0,01). Die Interaktion zwischen GST-TRPN1_ANK1-2 und 
GFP-Peflin ΔN bzw. GFP-Peflin ΔN/EF1-2 wird nahezu komplett verhindert (p<<0,01). 
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4.2.3.3 GST-Pull Down Experiment mit Peflin und N-terminalem Konstrukt von 
TRPN1 unter Calcium-Bedingungen 
Da für andere EF-Hand Proteine eine Interaktion in Abhängigkeit von Calcium 
beschrieben wurde (Persechini et al. 1989) und u. a. Peflin nur in Abwesenheit 
von Calcium mit ALG-2 interagiert (Kitaura et al. 2001), schien die 
Untersuchung zum Einfluss von Calcium auf die Interaktion zwischen Peflin und 
TRPN1 interessant zu sein.  
Zur Bewertung des Einflusses von Calcium auf die Interaktion zwischen den 
Peflin-Konstrukten und den TRPN1-Fragmenten wurde der oben beschriebene 
Versuch unter Standardbedingungen und im Vergleich bei 2 bzw. 10 mM 
Calcium und in einem weiteren Versuch bei 0,5 mM EDTA durchgeführt. EDTA 
ist ein Calcium-Chelator, der Calcium bindet, sodass im GST-Pull Down 
Experiment unter EDTA-Bedingungen kein Calcium im Ansatz zur Reaktion zur 
Verfügung stand. Unter Standardbedingungen wurde kein Calcium zugesetzt, 
sodass sich hier lediglich Spuren von Calcium im Reaktionsansatz befanden. 
Abbildung 21 zeigt das Ergebnis eines GST-Pull Down Experiments zwischen 
GFP-Peflin und GST-TRPN1_ANK1-2 vergleichend unter 10 mM 
Calcium-Bedingungen, Standardbedingungen und 0,5 mM EDTA-Bedingungen. 
Bei den dargestellten Versuchen scheint die Interaktion zwischen Peflin und 
dem N-terminalem TRPN1-Konstrukt durch die Zugabe von Calcium zum 
Lysispuffer verstärkt zu sein. Weitere Experimente unter gleichen 
Versuchsbedingungen konnten jedoch keine einheitlich reproduzierbaren 
Ergebnisse liefern. 
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Abbildung 21 Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments mit 
TRPN1_ANK1-2 und Peflin-Konstrukten zur Untersuchung des Einflusses von 
Calcium auf die beschriebene Interaktion 
Anti-GFP Western Blot mit Expressionsproben von GFP-Peflin (A) und GST-Pull Down 
Experiment (B). Die Banden im oberen Blot entsprechen 5% der Proteinmenge von 
GFP-Peflin, welches für das GST-Pull Down Experiment verwendet wurde. Die untere 
Abbildung zeigt die Ergebnisse des GST-Pull Down Experiments zwischen 
GST-TRPN1_ANK1-2 und GFP-Peflin unter 10 mM CaCl-Bedingungen (Spur 1), 
Standardbedingungen (Spur 2) und 0,5 mM EDTA-Bedingungen (Spur 3). 
 
Vorherige Experimente zeigten, dass die Interaktion zwischen den 
Peflin-Trunkationen und GST-TRPN1_ANK1-2 deutlich reduziert ist. Aus 
diesem Grund wurde ein GST-Pull Down Experiment mit den 
Peflin-Trunkationen und Peflin-Ca2+ ebenfalls mit 2 mM CaCl durchgeführt. 
Abbildung 22 zeigt das Ergebnis eines solchen Interaktionsexperiments. Einen 
Einfluss von Calcium auf die Bindung zwischen TRPN1 und den 
Peflin-Trunkationen konnte unter Hinzugabe von Calcium zum Reaktionsansatz 
hier nicht festgestellt werden, jedoch könnte möglicherweise die Bindung von 
GFP-Peflin-Ca2+ mit GST-TRPN1_ANK1-2 im Vergleich zu 
Standardbedingungen erhöht sein. Diese Beobachtung konnte jedoch nicht 
durch weitere vergleichende Experimente belegt werden. 
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Abbildung 22 Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments mit 
TRPN1_ANK1-2 und Peflin-Trunkationen sowie Peflin-Ca2+ zur Untersuchung des 
Einflusses von Calcium auf die beschriebene Interaktion 
Anti-GFP Western Blot mit Expressionsproben von GFP-Peflin-Proteinen (A) und 
GST-Pull Down Experiment (B). Die Banden im oberen Blot entsprechen 5% der 
Proteinmenge von GFP-Peflin-Proteinen, die für das GST-Pull Down Experiment 
verwendet wurden. Der untere Blot zeigt die Ergebnisse des GST-Pull Down 
Experiments zwischen GST-TRPN1_ANK1-2 und den GFP-Peflin-Proteinen unter 
2 mM CaCl-Bedingungen. 
 
4.2.4 Zellbiologische Versuche mit TRPN1 und Peflin 
Die Interaktion von Peflin mit TRPN1 wurde in diesem Projekt zunächst per 
GST-Pull Down und Ko-Immunopräzipitations-Experiment untersucht. Um die 
Interaktion zu analysieren, wurden zellbiologische Versuche durchgeführt. Die 
subzelluläre Lokalisation und eine mögliche Ko-Lokalisation konnte mittels 
dieser Methoden genauer untersucht werden. 
LLC-PK1/CL4 Zellen (CL4 Zellen) sind Nierenzellen aus dem Schwein und 
stellen ein gutes Transfektionsmodell für heterologe Expression von 
Haarzellproteinen dar (Loomis et al. 2003). Haarzell-Plasmamembran-Proteine 
4 Ergebnisse 
86 
 
werden in CL4 Zellen effektiver zur Plasmamembran transportiert als in 
anderen Zelllinien. Die Ausbildung von Mikrovilli auf CL4 Zellen nach 8 bis 10 
Tagen kann für eine Lokalisation von Haarzellproteinen interessant sein. Eine 
epitheliale Differenzierung entsteht bei CL4 Zellen natürlicherweise und die 
Zellen wachsen als polarisierter Monolayer. Weiterhin bilden CL4 Zellen relativ 
schnell ein konfluentes Stadium und sind einfach zu transfizieren, auch bei 
Ko-Transfektion mit mehreren Konstrukten (Zheng et al. 2010).  
Zur Durchführung der zellbiologischen Versuche wurden Fluoreszenzepitope an 
die zu untersuchenden Proteine fusioniert und die fertigen Konstrukte in CL4 
Zellen transfiziert. Als Fluoreszenzepitope wurden GFP oder RFP verwendet. 
GFP stellt dabei ein grün-fluoreszierenden Farbstoff, RFP einen 
rot-fluoreszierenden Farbstoff dar.  
Kontrollversuche zur Abgrenzung des Expressionsmusters der gekoppelten 
Proteine wurden Expressionsversuche mit alleiniger Transfektion der Zellen mit 
dem GFP- bzw. RFP-Epitop in CL4 Zellen durchgeführt. Hierbei zeigte sich für 
beide Fluoreszenzproteine ein diffuses Fluoreszenzsignal im Zytoplasma 
(s. Abb. 23). 
 
Abbildung 23 Kontrollexpression von GFP und RFP in CL4 Zellen 
A: GFP exprimierende CL4 Zellen. B: RFP exprimierende CL4 Zellen. Balken: 5 µm. 
 
Durch Ko-Transfektion von zwei Konstrukten wird die Analyse einer 
Ko-Lokalisation möglich. Dies zeigt sich durch ein überlagerndes 
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Expressionsmuster verschiedener Fluoreszenzsignale. Eine Überlagerung des 
Fluoreszenzsignals von GFP und RFP durch Ko-Lokalisation führt zu einer 
gelben Fluoreszenz. Durch die Ko-Expression von zwei verschiedenen 
Fluoreszenzsignalen kann es zum Crosstalk zwischen den einzelnen 
Fluoreszenzfarbstoffen kommen. Besonders die starke Überexpression des 
GFP-Signals führte in diesem Projekt häufig zu einem „Einbluten“ des grünen 
Signals in die anderen spektralen Bereiche. Bei spektralen Bildaufnahmen 
konnten durch Verwendung der Software Funktion „Linear Unmixing“ die 
farblich überlagernden Farbstoffsignale exakt getrennt werden. Das heißt, dass  
crosstalk-freie Multifluoreszenzbilder bei simultaner Anregung erzeugt und 
somit die Ko-Lokalisation von mehreren Fluoreszenzsignalen sicher bestimmt 
werden konnte.  
Weiterhin wurde in nahezu allen zellbiologischen Versuchen der Zellkern mit 
dem blauen DNA-Farbstoff DAPI gefärbt. 
4.2.4.1 Subzelluläre Lokalisation von TRPN1 in CL4 Zellen 
4.2.4.1.1 Expression von TRPN1 in CL4 Zellen 
Für die Lokalisationsexperimente in CL4 Zellen wurde TRPN1 in den 
pEGFP-C1 Vektor kloniert und somit ein GFP-Epitop an den N-Terminus des 
Proteins fusioniert. Weiterhin wurde ein Konstrukt nur mit den ersten beiden 
Ankyrin Repeats von TRPN1 erstellt und in den Vektor pmRFP kloniert. Die 
klonierten Konstrukte sind mit GFP-TRPN1 und RFP-TRPN1_ANK1-2 benannt. 
GFP-TRPN1 exprimierende CL4 Zellen wurden nach zwölf Stunden Expression 
fixiert und mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. GFP-TRPN1 exprimierende 
CL4 Zellen zeigten gleichmäßige zytoplasmatische Fluoreszenzsignale mit 
retikulärem Muster. Im Zellkern und spezifisch an den Zellgrenzen zeigte sich 
keine grüne Fluoreszenz (s. Abb. 24). Unterschiedlich lange Expressionszeiten 
(zwischen vier bis 36 Stunden) führten zu keiner Veränderung in der 
subzellulären Lokalisation des Fluoreszenzsignals. Die Analysen von CL4 
Zellen, welche vor mehr als 24 Stunden mit GFP-TRPN1 transfiziert wurden, 
zeigten zum größten Teil abgestorbene Zellen.  
Zur Kontrolle, dass die subzelluläre Lokalisation von TRPN1 nicht durch das 
GFP-Epitop beeinflusst wird, wurden CL4 Zellen mit TRPN1_pcDNA3.1 DNA 
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transfiziert. Nach 24 Stunden Expression von TRPN1 ohne Epitop wurden die 
Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einen polyklonalen anti-TRPN1-Antikörper 
als Primär-Antikörper und einem entsprechenden Sekundär-Antikörper 
(AlexaFluor633 anti-rabbit – grüne Fluoreszenz) gefärbt (s. Abb. 24). Es zeigte 
sich für die mit dem anti-TRPN1-Antikörper gefärbten, TRPN1 exprimierenden 
Zellen ein gleiches Expressionsmuster wie für GFP-TRPN1 exprimierende 
Zellen. Es ist daher wahrscheinlich, dass das GFP-Epitop die Lokalisation von 
TRPN1 in der Zelle nicht wesentlich beeinflusst. Zur Spezifitätskontrolle des 
anti-TRPN1-Antikörpers wurden untransfizierte Zellen nach dem gleichen 
Prinzip bzw. transfizierte Zellen nur mit dem Sekundär-Antikörper gefärbt. In 
beiden Negativ-Kontrollen konnten keine Fluoreszenzsignale mittels konfokaler 
Mikroskopie detektiert werden. 
In den GST-Pull Down Experimenten wurden Versuche mit den ersten beiden 
Ankyrin Repeats von TRPN1 durchgeführt, sodass ebenfalls die subzelluläre 
Lokalisation dieses Konstrukts genauer untersucht werden sollte. RFP-ANK1-2 
exprimierende CL4 Zellen wurden nach zwölfstündiger Expression fixiert und 
mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. RFP-ANK1-2 zeigte eine diffuse 
Verteilung im Zytoplasma der Zellen (s. Abb. 24). 
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Abbildung 24 Expression von TRPN1-Konstrukten in CL4 Zellen  
A: GFP-TRPN1 exprimierende CL4 Zelle. B: Anti-TRPN1-Antikörperfärbung einer 
TRPN1_pcDNA exprimierenden CL4 Zelle. C: RFP-ANK1-2 exprimierende CL4 Zelle. 
D: Kontrollexperiment zu B mit Anti-TRPN1-Antikörperfärbung untransfizierten CL4 
Zellen. E: Kontrollexperiment zu B mit lediglich Sekundär-Antikörperfärbung mit 
TRPN1_pcDNA transfizierten CL4 Zellen. Balken: 5 µm. 
 
4.2.4.1.2 Färbung von GFP-TRPN1 exprimierenden CL4 Zellen mit 
Zellorganell-Markern 
Um die Lokalisation TRPN1 in CL4 Zellen Organellen zuzuordnen, wurden mit 
GFP-TRPN1 transfizierte CL4 Zellen mit den in 3.7.4 beschriebenen 
Zellorganell-Markern gefärbt. Die Organell-Färbungen stellten sich jeweils mit 
einem roten Fluoreszenzsignal dar. Die Lokalisation von GFP-TRPN1 zeigte 
sich weiterhin durch den grünen Fluoreszenzfarbstoff.  
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Abbildung 25 zeigt die Färbung von CL4 Zellen mittels verschiedener 
Zellorganell-Markern. Die Membran-Färbung (s. Abb. 25 G) zeigte sich entlang 
der Zellgrenzen. Eine Färbung der Lysosomen (s. Abb. 25 E) und die Golgi-
Färbung (s. Abb. 25 C) zeigten ein punktuelles Fluoreszenzsignal um den 
Zellkern herum. Bei Färbung der Zellmembran, des Lysosomen oder der 
Golgi-Apparate von GFP-TRPN1 exprimierenden CL4 Zellen konnte kein 
Ko-Lokalisationssignal mit GFP-TRPN1 nachgewiesen werden 
(s. Abb. 25 H, F, D). 
Die Färbung des endoplasmatischen Retikulums zeigte ein über das gesamte 
Zellplasma verteiltes punktförmiges Muster (s. Abb. 25 A). Wurde eine 
GFP-TRPN1 exprimierende Zelle nun mit dem ER-Marker gefärbt, ließ sich 
teilweise eine Überlagerung der beiden Farbstoffe erkennen (s. Abb. 25 B). 
Die Färbungen der Zellorganellen weisen daraufhin, dass GFP-TRPN1 in CL4 
Zellen im ER lokalisiert sein könnte. Eine Lokalisation des Ionenkanals in der 
Zellmembran kann in CL4 Zellen ausgeschlossen werden. Für eine genauere 
Aussage zur Organell-Lokalisation von TRPN1 müssen jedoch weitere 
Versuche durchgeführt werden. 
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Abbildung 25 TRPN1 exprimierende CL4 Zellen mit Zellorganell-Färbung  
A: ER-Färbung einer CL4 Zelle. B: ER-Färbung einer GFP-TRPN1 exprimierenden 
CL4 Zelle. C: Golgi-Färbungen von CL4 Zellen. D: Golgi-Färbung einer GFP TRPN1 
exprimierenden CL4 Zelle. E: Lysosomen-Färbung von CL4 Zellen. 
F: Lysosomen-Färbung einer GFP-TRPN1 exprimierenden CL4 Zelle. 
G: Membran-Färbung von CL4 Zellen. H: Membran-Färbung einer GFP-TRPN1 
exprimierenden CL4 Zelle. Balken: 5 µm. 
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4.2.4.2 Subzelluläre Lokalisation von Peflin in CL4 Zellen 
4.2.4.2.1 Expression von Peflin in CL4 Zellen 
Das Konstrukt GFP-Peflin wurde bereits für die GST-Pull Down Experimente 
verwendet. Weiterhin wurde Peflin in den pmRFP-C2 Vektor kloniert und 
dadurch C-terminal mit RFP markiert.  
Wurden GFP-Peflin und RFP-Peflin exprimierende CL4 Zellen nach zwölf 
Stunden Expression fixiert und mittels konfokaler Mikroskopie analysiert, so 
zeigte sich die grüne Fluoreszenz des GFP-Epitops bzw. die rote Fluoreszenz 
des RFP-Epitops an den Zellgrenzen sowie in bis 1 µm großen intrazellulären 
Punkten. Bei längeren Expressionszeiten konnte eine Lokalisation im Bereich 
der Zellgrenzen nicht mehr ausgemacht werden. Das intrazelluläre 
punktförmige Muster konnte unabhängig von der Expressionsdauer konsistent 
dargestellt werden. Eine Färbung im Zellkern kann nicht eindeutig 
ausgeschlossen werden. (s. Abb. 26). 
Auch für die subzelluläre Lokalisation von GFP-Peflin in CL4 Zellen sollte der 
Einfluss von Calcium getestet werden. Dafür wurden GFP-Peflin exprimierende 
CL4 Zellen 30 Minuten vor Fixierung mit Ionomycin bzw. Thapsigargin 
(Endkonzentration jeweils 1 µM) behandelt. Ionomycin macht die Zellmembran 
porös, wodurch es zum Einstrom von Ionen, besonders von Calcium kommt. 
Thapsigargin öffnet Calcium-Kanäle, sodass sich intrazelluläre 
Calcium-Speicher entleeren und die zytosolische Calcium-Konzentration 
ansteigt. Die anschließende Analyse der Zellen unter dem konfokalen 
Mikroskop zeigte jedoch keine Veränderungen in der subzellulären Lokalisation 
von GFP-Peflin in CL4 Zellen, zwischen Zellen die höheren 
Calcium-Konzentrationen ausgesetzt waren im Vergleich zu Zellen, die unter 
Standardbedingungen kultiviert wurden. 
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Abbildung 26 Expression von Peflin-Konstrukten in CL4 Zellen  
A: GFP-Peflin exprimierende CL4 Zelle. B: RFP-Peflin exprimierende CL4 Zelle. 
C: Schichtaufnahme einer GFP-Peflin exprimierenden CL4 Zelle. Balken: 5 µm. 
 
Eine mögliche Lokalisation der Peflin-Konstrukte oder des TRPN1-Konstrukts in 
den Mikrovilli der CL4 Zellen, als topologisches Äquivalent der Stereozilien der 
Haarsinneszellen (Zheng et al. 2010), erschien wegen der putativen Funktion 
der Proteine im Haarzelltransduktionskomplex als interessant. Die Mikrovilli der 
CL4 Zellen bilden sich nach acht bis zehn Tagen Wachstum aus. Die 
Transfektionseffizienz von CL4 Zellen in diesem Stadium war jedoch sehr 
gering bzw. gingen bei einer Transfektion zu einem früheren Zeitpunkt die 
meisten Zellen innerhalb von 24 Stunden zugrunde, ohne das Mikrovilli-Stadium 
zu erreichen. Durch Ko-Expression von Espin, ein Protein, welches mit der 
Ausbildung von Stereozilien in Haarsinneszellen assoziiert ist und in CL4 Zellen 
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zu einer Verlängerung der Mirkovilli führt (Loomis et al. 2003), sollte eine 
mögliche Ko-Lokalisation besser dargestellt werden. Mit GFP-Espin 
transfizierte, nicht konfluente CL4 Zellen zeigten ein gutes Expressionsmuster 
des GFP-Signals 16 Stunden nach Transfektion. Es konnten deutliche 
Villi-ähnliche Strukturen der CL4 Zellen durch das GFP-Signal erkannt werden. 
Eine Ko-Transfektion mit RFP-Peflin und GFP-Espin führte zu einer sehr 
schlechten Transfektionsrate des Peflin-Konstrukts. In Zellen, in denen eine 
Ko-Expression von RFP-Peflin und GFP-Espin nachgewiesen werden konnte, 
zeigte sich jedoch keine Ko-Lokalisation beider Konstrukte. Das RFP-Signal 
zeigte sich in den ko-exprimierenden Zellen in großen intrazellulären Punkten. 
 
Abbildung 27 Darstellung der Mikrovilli von CL4 Zellen 
A: GFP-Espin exprimierende CL4 Zellen. B: Ko-Expression von GFP-Espin und 
RFP-Peflin in einer CL4 Zelle. Balken: 5 µm. 
 
4.2.4.2.2 Expression von Peflin-Trunkationen in CL4 Zellen 
Verschiedene an ein GFP-Epitop markierte Peflin-Trunkationen wurden bereits 
für die GST-Pull Down Experimente verwendet. Da sich zwischen den 
Experimenten mit Peflin Wildtyp und den Peflin-Trunkationen Unterschiede in 
der Interaktion mit TRPN1-Konstrukten zeigten, sollte die subzelluläre 
Lokalisation dieser trunkierten Proteine weiter untersucht werden. Abbildung 28 
zeigt die Expressionsmuster der vier Peflin-Trunkationen und Peflin-Ca2+. Für 
die meisten Trunkationen zeigte sich das GFP-Fluoreszenzsignal in mehreren 
großen intrazellulären Punkten und gleicht damit dem Expressionsmuster des 
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GFP-Peflin Wildtyps. Eine Ausnahme bildeten jedoch die Peflin-Trunkationen 
mit fehlender NHB-Domäne, GFP-Peflin ΔN und GFP-Peflin ΔN/EF1-2, welche 
diffus im Zytoplasma und Zellkern verteilt waren. Dies führt zu der Hypothese, 
dass die NHB-Domäne zur Aggregation von Peflin, möglicherweise über 
hydrophobe Interaktionen, führt.  
 
Abbildung 28 Expression von Peflin-Trunkationen in CL4 Zellen (s. Wiemuth et 
al. 2012) 
A: GFP-Peflin exprimierende CL4 Zelle. B: GFP-Peflin-Ca2+ exprimierende CL4 Zelle. 
C: GFP-Peflin ΔEF5 exprimierende CL4 Zelle. D: GFP-Peflin ΔNHB exprimierende CL4 
Zelle. E: GFP-Peflin ΔEF3-5 exprimierende CL4 Zelle. F: GFP-Peflin ΔNHB/EF1-2 
exprimierende CL4 Zelle. Balken: 5 µm. 
 
4.2.4.2.3 Färbung von Peflin exprimierenden CL4 Zellen mit 
Zellorganell-Markern 
Um die Expression von TRPN1 in CL4 Zellen Organellen zuzuordnen, wurden 
mit GFP-Peflin transfizierte CL4 Zellen mit den in 3.7.4 beschriebenen 
Zellorganell-Markern gefärbt.  
Bei vorherigen Versuchen zur Zelllokalisation von Peflin zeigte sich, dass 
abhängig von der Expressionszeit GFP-Peflin an der Zellgrenze lokalisieren 
kann. Durch Verwendung der Membran-Färbung (s. Abb. 29) konnte die 
Lokalisation von Peflin in oder unmittelbar unterhalb der Membran bestätigt 
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werden, da es hier zu einer Ko-Lokalisation der beiden Fluoreszenzsignale 
kam. GFP-Peflin und das Golgi-Fluoreszenzsignal zeigten gewisse, aber nicht 
vollständige Überlagerungen. Eine Lokalisation von GFP-Peflin in den 
Lysosomen und dem ER konnte durch fehlende Fluoreszenz-Ko-Lokalisation 
zwischen dem GFP-Signal und dem roten Fluoreszenzsignal der Zellorganell-
Marker ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse könnten darauf hindeuten, 
dass zumindest die großen punktförmigen Fluoreszenzsignale nach 
Überexpression von GFP-Peflin durch zytoplasmatische Aggregate entstanden 
sind. Um genauere Aussagen zur subzellulären Lokalisation von Peflin zu 
machen, müssen weitere Versuche durchgeführt werden. 
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Abbildung 29 Peflin exprimierende CL4 Zellen mit Zellorganell-Färbung  
A: ER-Färbung einer CL4 Zelle. B: ER-Färbung von GFP-Peflin exprimierenden CL4 
Zellen. C: Golgi-Färbung von CL4 Zellen. D: Golgi-Färbung einer GFP-Peflin 
exprimierenden CL4 Zelle. E: Lysosomen-Färbung von CL4 Zellen. 
F: Lysosomen-Färbung einer GFP-Peflin exprimierenden CL4 Zelle. 
G: Membran-Färbung von CL4 Zellen. H: Membran Färbung einer GFP-Peflin 
exprimierenden CL4 Zelle. Balken: 5 µm. 
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4.2.4.3 Ko-Lokalisations-Experimente mit TRPN1 und Peflin in CL4 Zellen 
Nach Bestätigung der Interaktion zwischen TRPN1 und Peflin in biochemischen 
Interaktionsexperimenten sollte durch Ko-Transfektion der beiden Konstrukte 
von CL4 Zellen getestet werden, ob diese beiden Proteine in CL4 Zellen ein 
überlagerndes Expressionsmuster zeigen. Die subzelluläre Lokalisation bei 
getrennter Transfektion der Konstrukte zeigte ein unterschiedliches 
Expressionsmuster für die beiden Proteine. Peflin lokalisierte z. T. an der 
Zellgrenze und in einigen größeren intrazellulären Aggregaten, wobei TRPN1 
über das gesamte Zytoplasma der Zelle in kleinen punktförmigen 
Ansammlungen verteilt war (s. Abb. 24 und 26). 
Abbildung 30 A zeigt die mikroskopischen Analysen der GFP-TRPN1 und 
RFP-Peflin ko-exprimierenden CL4 Zellen. Bei der Ko-Expression von 
GFP-TRPN1 und RFP-Peflin änderte RFP-Peflin seine Verteilung in der Zelle 
und nahm das Verteilungsmuster von GFP-TRN1 an. Es zeigte sich ein aus 
kleinen Punkten bestehendes zytoplasmatisches Expressionsmuster für 
RFP-Peflin, identisch zur Lokalisation des GFP-Signals des GFP-TRPN1 
Proteins. An entsprechenden Stellen kam es zu einer Ko-Lokalisation von 
GFP-TRPN1 und RFP-Peflin.  
Zur Bestätigung der Ko-Lokalisation von TRPN1 und Peflin wurden folgende 
weitere Experimente durchgeführt: 
Die Ko-Expression von RFP-Peflin und pcDNA3.1-TRPN1 und anschließende 
anti-TRPN1-Antikörper-Färbung ist in Abbildung 30 C dargestellt. Die 
Fluoreszenzsignale für Peflin und TRPN1 zeigten hier ebenfalls eine 
Überlagerung in einem punktförmigen intrazellulären Muster und bestätigten 
damit die Ko-Lokalisation beider Konstrukte. 
Als Kontrollexperiment ist in Abbildung 30 B gezeigt, dass die Umverteilung von 
RFP-Peflin durch GFP-TRPN1 nicht auf eine Hetero-Multimerisierung von RFP 
und GFP zurückzuführen war. Eine Ko-Expression von GFP und RFP-Peflin 
änderte das Expressionsmuster von Peflin nicht. In diesem Versuch zeigte sich 
die Peflin-Fluoreszenz weiterhin an der Zellgrenze und in einigen größeren 
intrazellulären Aggregaten, während GFP diffus über das gesamte Zytoplasma 
verteilt war. Weiterhin wurde getestet, dass keine Färbung von mit RFP-Peflin 
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transfizierten Zellen mit dem anti-TRPN1-Antikörper möglich war (s. Abb. 30 D)  
und somit der anti-TRPN1-Antikörper spezifisch TRPN1 markiert. 
Diese reproduzierbare Ko-Lokalisation von Peflin- und TRPN1-Konstrukten in 
CL4 Zellen lässt auf eine Interaktion zwischen TRPN1 und Peflin in CL4 Zellen 
schließen.   
Auch für die Ko-Lokalisations-Experimente zwischen GFP-TRPN1 und 
RFP-Peflin wurden Versuche mit erhöhten Calcium-Konzentrationen 
durchgeführt. CL4 Zellen wurden erneut, wie in 4.2.4.2.1, mit Ionomycin bzw. 
Thapsigargin behandelt. Jedoch zeigte sich hier kein Einfluss auf die 
subzelluläre Lokalisation durch diese Versuchsänderung. 
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Abbildung 30 Ko-Lokalisationsexperiment mit TRPN1 und Peflin in CL4 Zellen  
A: Ko-Expression von GFP-TRPN1 und RFP-Peflin in CL4 Zellen. 
B: Kontrollexpriment: Ko-Expression von GFP und RFP-Peflin in einer CL4 Zelle. 
C: Ko-Expression von pcDNA3.1-TRPN1 und GFP-Peflin in einer CL4 Zelle mit 
anschließender Färbung mit anti-TRPN1-Antikörper. D: Kontrollexperiment: Expression 
von RFP-Peflin in einer CL4 Zelle mit anschließeder Färbung mit 
anti-TRPN1-Antikörper. Balken: 5 µm. 
 
Da die GST-Pull Down Experimente eine Interaktion zwischen GFP-Peflin und 
den ersten beiden Ankyrin Repeats von TRPN1 zeigten, sollte in einem 
weiteren Experiment diese Interaktion in CL4 Zellen untersucht werden. Für 
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diesen Versuch wurden die ersten beiden Ankyrin Repeats an RFP fusioniert. 
Wie in Abbildung 31 dargestellt, zeigten RFP-ANK1-2 exprimierende CL4 Zellen 
eine diffuse Verteilung des Fluoreszenzsignals im Zytoplasma der Zellen. 
Durch eine Ko-Expression von RFP-ANK1-2 und GFP-Peflin zeigte sich eine 
Anpassung des RFP-Expressionsmusters an die Verteilung von GFP-Peflin 
(s. Abb. 31 B). Zusätzlich zu der diffusen Verteilung der ersten beiden Ankyrin 
Repeats zeigte sich eine rote Fluoreszenz in Ko-Lokalisation zur grünen 
Fluoreszenz an der Plasmamembran. Dieses Experiment bestätigte die 
Interaktion von Peflin mit den ersten beiden Ankyrin Repeats auch in CL4 
Zellen.  
 
Abbildung 31 Ko-Lokalisationsexperiment mit ANK1-2 und Peflin in CL4 Zellen 
(s. Wiemuth et al. 2012) 
A: RFP-ANK1-2 exprimierende CL4 Zelle. B: Ko-Expression von RFP-ANK1-2 und 
GFP-Peflin in einer CL4 Zelle. Balken: 5 µm. 
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4.3 Weiterführende Experimente zur Analyse der Interaktion 
zwischen TRPN1 und Aldoketoreduktase 7A2 
4.3.1 Identifizierung potenzieller Interaktionsdomänen zwischen TRPN1 
und Aldoketoreduktase 7A2 mittels GST-Pull Down Methode 
Im GST-Pull Down Experiment konnte die Interaktion des Proteins 
Aldoketoreduktase 7A2 mit dem N-Terminus von TRPN1 bestätigt werden 
(s. 4.1.3). Zur genaueren Beschreibung der Interaktion zwischen TRPN1 und 
Aldoketoreduktase 7A2 wurden die im Folgenden beschriebenen, 
weiterführenden GST-Pull Down Experimente durchgeführt. 
4.3.1.1 GST-Pull Down Experiment mit dem C-Terminus und den N-terminalen 
Ankyrin Repeats von TRPN1 und Aldoketoreduktase 7A2 
Zur weiteren Interaktion wurden GST-Pull Down Experimente mit dem dritten 
bis sechsten Ankyrin Repeat von TRPN1 und dem C-terminalen 
TRPN1-Konstrukt durchgeführt. 
Einer von drei Versuchen zeigt in Abbildung 32 die anti-GFP Western Blot 
Analyse eines GST-Pull Down Experiments mit GFP-AKR und vier 
GST-TRPN1-Konstrukten. GFP-AKR ließ sich in dem gezeigten Experiment mit 
einem anti-GFP-Antikörper in allen drei GST-Pull Down Versuchen detektieren, 
in denen die N-terminalen TRPN1-Konstrukte verwendet wurden. In dem 
Versuch mit dem C-terminalen TRPN1-Konstrukt konnte lediglich eine sehr 
schwache Bande detektiert werden. Neben der bereits beschriebenen 
Interaktion von GFP-AKR mit den ersten beiden und ersten sechs Ankyrin 
Repeats, bindet GFP-AKR somit auch an die Ankyrin Repeats drei bis sechs. 
Die Detektion von GFP-AKR im GST-Pull Down Experiment mit den drei 
aminoterminalen TRPN1-Fragmenten war reproduzierbar. In den weiteren zwei 
Versuchen zeigten sich jedoch keine wiederholbaren Ergebnisse bezüglich 
einer Interaktion zwischen GFP-AKR und GST-TRPN1_Ctrunc. In einem 
Versuch konnte GFP-AKR detektiert werden, in einem weiteren zeigte sich eine 
sehr schwache Bande. Auch durch Veränderungen in Versuchsaufbau konnten 
keine reproduzierbaren Ergebnisse generiert werden. Als Modifikationen im 
Versuchsaufbau wurden unterschiedlich große Mengen an 
GST-Fusionsproteinen, verschiedene Inkubationszeiten, unterschiedlich große 
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Mengen an Glutathion Sepharose-Beads und unterschiedliche Lysispuffer 
verwendet.  
 
Abbildung 32 Anti-GFP Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments 
mit AKR und amino- sowie carboxyterminalen TRPN1-Fragmenten 
A: Anti-GFP Western Blot mit Expressionsproben von GFP-AKR. Die Banden stellen 
5% der Proteinmenge dar, die im GST-Pull Down Experiment eingesetzt wurde. 
B: Anti-GFP Western Blot des GST-Pull Down Experiments mit GFP-AKR und den vier 
GST-TRPN1-Konstrukten.  
 
4.3.1.2 GST-Pull Down Experiment mit Aldoketoreduktase 7A2-Trunkationen 
und Ankyrin Repeats von TRPN1 
Um die Interaktion zwischen GFP-AKR und den aminoterminalen Konstrukten 
von TRPN1 einzugrenzen, wurden zwei Trunkationen von der 
Aldoketoreduktase 7A2 erstellt. Da es zum Zeitpunkt dieses Versuches keine 
Strukturbeschreibung des Proteins gab, wurden zwei Trunkationen ohne 
strukturellen Hintergrund erstellt. 
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Für GFP-AKR ΔC75 wurden die ersten 75 Aminosäuren C-terminal trunkiert, für 
die Trunkation GFP-AKR ΔC140 die 140 C-terminalen Aminosäuren. Zur 
groben Übersicht kam es somit zu einer Drittelung des Proteins. 
Das GST-Pull Down Experiment mit den beiden 
Aldoketoreduktase-Trunkationen mit N-terminalem GFP-Epitop und 
GST-TRPN1_ANK1-2 wurde zweimal durchgeführt. Abbildung 33 zeigt ein 
Ergebnis für dieses Experiment. Wie in vorherigen GST-Pull Down 
Experimenten zeigt der obere Western Blot den Expressionstest der 
GFP-AKR-Trunkationen. Im unteren Western Blot ist die anti-GFP Western Blot 
Analyse zum zugehörigen GST-Pull Down Experiment mit 
GST-TRPN1_ANK1-2 dargestellt. In beiden Versuchen konnte das Konstrukt 
GFP-AKR ΔC75 detektiert werden, nicht jedoch GFP-AKR ΔC140.  
 
Abbildung 33 Anti-GFP Western Blot Analyse des GST-Pull Down Experiments 
mit den AKR-Trunkationen und den ersten beiden Ankyrin Repeats von TRPN1 
A: Anti-GFP Western Blot mit Expressionsproben der GFP-AKR-Trunkationen. Die 
Banden stellen 5% der Proteinmenge dar, die im GST-Pull Down Experiment 
eingesetzt wurde. B: Anti-GFP Western Blot des GST-Pull Down Experiments mit 
GFP-AKR ΔC75 bzw. GFP-AKR ΔC140 und GST-TRPN1_ANK1-2. 
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4.3.2 Zellbiologische Versuche mit TRPN1 und Aldoketoreduktase 7A2 
4.3.2.1 Subzelluläre Lokalisation der Aldoketoreduktase 7A2 in CL4 Zellen 
4.3.2.1.1 Expression der Aldoketoreduktase 7A2 in CL4 Zellen 
Zur Beschreibung der subzellulären Lokalisation der Aldoketoreduktase 7A2 in 
CL4 Zellen wurden Zellen mit GFP- bzw. RFP-gekoppelten Konstrukte 
transfiziert. 
Abbildung 34 zeigt sowohl die Analysen von GFP-AKR wie auch RFP-AKR 
exprimierenden CL4 Zellen. In beiden Versuchen war ein diffus punktförmiges 
Expressionsmuster zu erkennen. Da hier erneut das GFP- und das 
RFP-Konstrukt ein gleiches Expressionsmuster zeigten, scheint das 
Fluoreszenzepitop keinen Einfluss auf die Lokalisation des Proteins zu haben.  
 
Abbildung 34 Expression von Aldoketoreduktase 7A2 in CL4 Zellen  
A: Expression von GFP-AKR in einer CL4 Zelle. B: Expression von RFP-AKR in einer 
CL4 Zelle. Balken: 5 µm. 
 
4.3.2.1.2 Färbung von Aldoketoreduktase 7A2 exprimierenden CL4 Zellen mit 
Zellorganell-Markern 
Die Färbung von GFP-AKR exprimierenden CL4 Zellen mit den bereits vorher 
verwendeten Zellorganell-Markern zeigte keine reproduzierbaren und 
eindeutigen Ergebnisse. Lediglich die ER-Färbung brachte reproduzierbare und 
nachvollziehbare Ergebnisse (s. Abb. 35). Eine Färbung GFP-AKR 
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exprimierender CL4 Zellen mit dem ER-Marker zeigte eine Überlagerung beider 
Fluoreszenzsignale in einem punktförmigen intrazellulären Verteilungsmuster. 
 
Abbildung 35 AKR exprimierende CL4 Zellen mit Zellorganell-Färbung  
A: ER-Färbung einer CL4 Zelle. B: ER-Färbung einer GFP-AKR exprimierenden CL4 
Zelle. Balken: 5 µm. 
 
4.3.2.2 Ko-Lokalisations-Experimente mit TRPN1 und Aldoketoreduktase 7A2 
in CL4 Zellen 
Auch für die in den GST-Pull Down Experimenten gezeigte Interaktion zwischen 
der Aldoketoreduktase 7A2 und TRPN1 wurden Ko-Lokalisations-Experimente 
in CL4 Zellen durchgeführt. Die subzelluläre Lokalisation bei getrennter 
Transfektion der Konstrukte zeigte für beide Proteine ein intrazelluläres 
punktförmiges Muster. 
In Abbildung 36 A sind RFP-AKR und GFP-TRPN1 ko-exprimierende CL4 
Zellen dargestellt. Die gelbe Fluoreszenzfärbung zeigte eine Ko-Lokalisation 
beider Konstrukte durch eine Überlagerung beider Fluoreszenzsignale. Auch 
Wiederholungen zeigten eine Ko-Lokalisation der beiden Konstrukte in einem 
feinen punktförmigen intrazellulären Muster. 
Zur Bestätigung der Ko-Lokalisation von TRPN1 und der 
Aldoketoreduktase 7A2 wurden folgende weitere Experimente durchgeführt:  
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Die Ko-Expression von RFP-AKR und pcDNA3.1-TRPN1 und anschließende 
anti-TRPN1-Antikörper Färbung ist in Abbildung 36 B dargestellt. Das 
Fluoreszenzsignal für AKR und TRPN1 zeigte hier ebenfalls eine Überlagerung. 
In Kontrollexperimenten zum beschriebenen Versuch konnte jedoch eine 
Ko-Lokalisation durch Interaktion mit den Epitopen nicht ausgeschlossen 
werden (s. Abb. 36 C). Hierzu wurde ein weiterer Ko-Expressionsversuch mit 
RFP-AKR und GFP durchgeführt. Zellen, die beide Konstrukte exprimierten, 
zeigten ebenfalls eine Überlagerung der roten und grünen Fluoreszenzsignale. 
In diesem Fall kann davon ausgegangen werden, dass die Interaktion zwischen 
AKR und GFP entsteht. Da vorherige Kontrollexperimente keine Interaktion 
zwischen RFP-Peflin und GFP zeigten, kann die Interaktion nicht über GFP und 
RFP vermittelt werden. 
Zur genaueren Verifizierung der Ko-Lokalisation zwischen TRPN1 und der 
Aldoketoredukatse 7A2 in CL4 Zellen müssen weitere Experimente 
durchgeführt werden. 
 
Abbildung 36 Ko-Lokalisationsexperiment mit TRPN1 und AKR in CL4 Zellen  
A: Ko-Expression von GFP-TRPN1 und RFP-AKR in einer CL4 Zelle. B: Ko-Expression 
von TRPN1_pcDNA und RFP-AKR in einer CL4 Zelle mit anschließender 
anti-TRPN1-Färbung. C: Kontrollexpriment: Ko-Expression von GFP und RFP-AKR in 
CL4 Zellen. Balken: 5 µm. 
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4.4 Weiterführende zellbiologische Versuche 
4.4.1 Färbung von TRPN1 exprimierenden HEK293 Zellen mit 
anti-Tubulin-Antikörper 
Der verwendete anti-Tubulin-Antikörper detektiert ein Epitop des Alpha-Tubulins 
der Mikrotubuli. Mikrotubuli befinden sich im gesamten Zytoskelett sowie auch 
in Kinozilien. Stereozilien enthalten keine Mikrotubuli. In diesem Versuch 
wurden mit GFP-TRPN1 exprimierende HEK293 Zellen 18 Stunden nach der 
Transfektion fixiert und anschließend mit dem anti-Tubulin-Antikörper gefärbt 
(s. Abb. 37). Das grüne GFP-Signal verteilte sich, ähnlich wie in CL4 Zellen, 
über das gesamte Zytoplasma. Hier erscheint es eher ein fadenförmiges Muster 
zu ergeben. Auch für das rote Fluoreszenzsignal des anti-Tubulin-Antikörpers 
zeigte sich eine Färbung im gesamten Zytoplasma. Bei Überlagerung der 
beiden mikroskopischen Bilder zeigte sich eine Ko-Lokalisation der beiden 
Fluoreszenzsignale. GFP-TRPN1 scheint in HEK-Zellen an Mikrotubuli gelagert 
zu sein. 
 
Abbildung 37 Färbung TRPN1 exprimierender HEK293 Zellen mit einem 
anti-Tubulin-Antikörper 
A und B: Transfektion von HEK293 Zellen mit GFR-TRPN1 und anschließende 
anti-Tubulin-Antikörperfärbung. Balken: 5 µm. 
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5 Diskussion 
5.1 Diskussion der Interaktion des mechanosensitiven 
Ionenkanals TRPN1 und des Penta-EF-Hand Proteins Peflin 
In diesem Projekt ist insbesondere das Penta-EF-Hand Protein Peflin als 
Interaktionspartner des Ionenkanals TRPN1 identifiziert worden. Durch 
verschiedene Interaktionsexperimente und zellbiologische Versuche konnten 
diese Ergebnisse mehrfach bestätigt werden.  
5.1.1 Peflin, ein Protein der Penta-EF-Hand Protein Familie 
5.1.1.1 Allgemeine Informationen zu EF-Hand Proteinen 
Die EF-Hand-Domäne ist ein Aminosäuren-Motiv, das sehr häufig in 
Calcium-bindenden Proteinen vorkommt. Erstmalig wurde dieses Motiv 1973 in 
dem Protein Parvalbumin beschrieben (Kretsinger & Nockolds 1973, Celio & 
Heizmann 1981). Trotz Ähnlichkeiten in Sequenz und Struktur sind die 
Funktionen der EF-Hand Proteine vielfältig und Einflüsse in unterschiedlichen 
Bereichen der Zellregulation beschrieben worden (Grabarek 2006).  
EF-Hand-Domänen können sich in verschiedenen Zuständen und 
dreidimensionalen Strukturen befinden und unterschiedliche Affinitäten für 
Calcium aufweisen (Gifford et al. 2007). Als entscheidender Prozess kommt es 
durch die Bindung von Calcium zu einer Änderung der Tertiärstruktur und damit 
auch der Funktion der Proteine (Nelson et al. 2002, Grabarek 2006). Weiterhin 
sind kooperative Effekte durch Bindung eines ersten Calcium-Ions beschrieben 
worden (Biekofsky & Feeney 1998). Funktionell lassen sich die EF-Hand 
Proteine in zwei Klassen unterteilen (Nelson & Chazin 1998, Nelson et al. 2002, 
Gifford et al. 2007):  
1. Calcium-Sensoren, welche durch ansteigende Calcium-Konzentrationen 
über eine Calcium-Bindung mit einer Konformationsänderung reagieren und 
es damit zu einer Umwandlung von diesen chemischen Signalen in variable 
biochemische Antworten kommt.  
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2. Die kleinere Gruppe sind die Calcium-Modulatoren, die die Art und Dauer 
des Calcium-Signals durch Calcium-Bindung modulieren. Somit kann die 
Rolle der EF-Hand Proteine als Übersetzung des Calcium-Signals in 
verschiedenste funktionelle Antworten zusammengefasst werden 
(Grabarek 2006).  
Die Sekundärstruktur einer EF-Hand besteht aus zwei α-Helices, welche über 
eine Calcium-bindende Schleife miteinander verbunden sind (Helix-Loop-Helix 
Struktur). Die EFβ-scaffold Region beschreibt die Calcium-Bindungsstelle und 
koordiniert die Funktion des variablen N-Terminus und des konstanten 
C-Terminus der Calcium-bindenden Schleife (Grabarek 2006). Funktionell 
Calcium-bindende EF-Hände treten immer in Paaren auf (Persechini et 
al. 1989).  
Als Prototyp der Calcium-bindenden EF-Hand Proteine gilt Calmodulin, über 
dessen Struktur und Funktion bereits eine Vielzahl von Studien veröffentlicht 
wurden (für weitere Informationen s. u. a. Means 1988, Strynadka & 
James 1989, Grabarek 2005). 
5.1.1.2 Allgemeine Informationen zu Penta-EF-Hand Proteinen 
Proteine mit fünf EF-Händen werden der Familie der Penta-EF-Hand (PEF) 
Proteine zugeordnet und zeichnen sich durch folgende strukturelle und 
funktionelle Gemeinsamkeiten aus (Maki et al. 2002): 
Die EF-Hände EF1 bis EF4 binden mit unterschiedlicher Affinität Calcium, 
wohingegen die C-terminal gelegene fünfte EF-Hand keine Calcium-Ionen 
bindet (Maki et al. 1997, Lin et al. 1997, Blanchard et al. 1997). Diese unpaare 
fünfte EF-Hand führt zur Homo- bzw. Hetero-Dimerisierung von PEF-Proteinen 
(Lollike et al. 2001, Maki et al. 2002). Die N-terminale Region der PEF-Proteine 
ist reich an kleinen nicht-polaren Aminosäuren (Glycin, Prolin, Alanin) sowie 
hydrophoben Anteilen. Zudem kommt es Calcium-abhängig zu einer 
Translokation von PEF-Proteinen an die Zellmembran (Meyers et al. 1995). 
PEF-Proteine lassen sich anhand von Unterschieden der Primärstruktur der 
Calcium-bindenden Schleife der ersten EF-Hand in zwei Gruppen einteilen. 
Apotosis-Linked-Gene 2 (ALG-2) und Peflin gehören der ersten Gruppe an, 
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während Calpain-Subfamilien Mitglieder, Sorcin und Grancalcin, die Gruppe 
zwei bilden (Maki et al. 2011). 
5.1.1.3 Allgemeine Informationen zu Peflin 
Peflin ist 1999 von Kitaura und Kollegen erstmalig im Genom des Menschen als 
neues Mitglied der Familie der EF-Hand Proteine entdeckt worden (Kitaura et 
al. 1999). Bisher ist die Funktion von Peflin weitestgehend unbekannt. Aufgrund 
der strukturellen Eigenschaften von fünf EF-Händen wird Peflin der 
Penta-EF-Hand Proteinfamilie (PEF) zugeordnet. Neben den fünf EF-Händen in 
der C-terminalen Domäne enthält Peflin einen hydrophoben N-Terminus 
(NHB-Domäne) (Maki et al. 2002), welcher für das Protein namensgebend war: 
penta-EF-hand protein with long N-terminal hydrophobic domain. Die 
NHB-Domäne von Peflin ist im Vergleich zu den anderen Proteinen dieser 
Gruppe ungewöhnlich lang und enthält neun Wiederholungen eines 
Nonapeptids (Kitaura et al. 1999). Das nächstverwandte Protein zu Peflin ist 
das Apoptosis-Linked-Gene 2 (ALG-2) (Kitaura et al. 1999). 
Für Peflin ist bisher nicht bewiesen, ob es zu einer Calcium-Bindung kommt. 
Kitaura und Kollegen bestätigten jedoch, dass Peflin in Anwesenheit von 
Calcium an die Membran lokalisiert (Kitaura et al. 1999, Kitaura et al. 2001) und 
eine Heterodimerisierung mit ALG-2 nur in Abwesenheit von Calcium stattfindet 
(Kitaura et al. 2002). Die EF-Hände 1 und 3 zeigen den höchsten Grad an 
Ähnlichkeit mit der EF-Hand Konsensus-Sequenz (Kitaura et al. 1999). 
Weiterhin enthalten diese Domänen konservierte Glutamat-Anteile (E137 und 
E204), die für die Koordination des Calciums wichtig sind. Bei Proteinen mit 
Mutationen dieser Aminosäuren ist die Calcium-Affinität stark herabgesetzt 
(Babu 1992). Aufgrund dieser Information erstellte Dr. Dominik Wiemuth im 
Institut für Physiologie, RWTH Aachen, ein Peflin-Konstrukt, bei dem E137 und 
E204 durch Alanin ersetzt wurden. Sollte Peflin Calcium binden, kann davon 
ausgegangen werden, dass die Calcium-Bindung bei GFP-Peflin-Ca2+, 
Calcium-Bindestellen-Mutante, gestört sein muss.  
Die EF5-Hand von Peflin bindet kein Calcium, ist aber wichtig für die 
Heterodimerisierung mit ALG-2 (Kitaura et al. 2002). Ob eine Dimerisierung für 
die Interaktion mit TRPN1 relevant ist, sollte durch eine Trunkation der 
EF5-Hand untersucht werden: GFP-Peflin ΔEF5. 
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Die N-terminalen Domänen der PEF-Proteine sind unterschiedlich lang (23 bis 
113 AS), enthalten aber alle viele Glycin-, Prolin- und Alanin-Reste und 
weiterhin hydrophobe Anteile. Im Vergleich zu anderen PEF-Proteinen ist der 
N-Terminus von Peflin sehr lang und enthält neun repetitive Nonapeptide 
(Konsensus-Sequenz: A/PPGGPYGGP) (Kitaura et al. 1999). Für Proteine der 
Calpain-Subfamilie der PEF-Proteine ist die N-terminale Domäne für eine 
Interaktion mit der Zellmembran (Imajoh et al. 1986) und Proteinen im 
ESCRT-System (Endosomal Sorting Complex required for Transport) wichtig 
(Maki et al. 2012). Die Funktion des N-Terminus von Peflin ist nicht bekannt, 
der Einfluss dieser Domäne auf die Interaktion mit TRPN1 wurde mit einer 
N-terminalen Trunkation getestet: GFP-Peflin ΔN.  
Das Calcium-bindende Protein Calmodulin hat vier EF-Hände. Die EF-Hände 1 
und 2 sowie die EF-Hände 3 und 4 bilden jeweils getrennte Unterdomänen, die 
nahezu unabhängig voneinander funktionieren (Kretsinger 1997). Peflin und alle 
anderen Mitglieder der Penta-EF-Hand Protein Familie haben jedoch im 
Vergleich zu Calmodulin zwischen EF2 und EF3 eine Deletion von sieben 
Aminosäuren. In diesen Proteinen agieren beide Unterdomänen 
möglicherweise nicht unabhängig voneinander (Kitaura et al. 1999). Um bei 
Peflin dennoch einen möglicherweise gleichen Effekt wie bei Calmodulin zu 
testen, wurde eine Trunkation erstellt, die nur den N-Terminus und die ersten 
beiden EF-Hände besitzt sowie eine Trunkation, die aus der dritten bis fünften 
EF-Hand besteht: GFP-Peflin ΔEF3-5 und GFP-Peflin ΔN/EF1-2. 
In diesem Projekt ist das Peflin Protein in der cDNA Bank von Oozyten des 
Xenopus laevis identifiziert worden. Xenopus Peflin, genau wie menschliches 
Peflin, enthält neun Nonapeptide im hydrophoben N-Terminus. Das Peflin 
Protein der Maus hingegen nur acht und Zebrafisch Peflin nur sieben 
Wiederholungen dieser Sequenz. Das Genom von C. elegans und Drosophila 
enthalten kein Ortholog von Peflin. 
5.1.2 Diskussion der Interaktion von TRPN1 und Peflin 
5.1.2.1 TRPN1 als Modellsystem 
Als Ausgangspunkt dieses Projekts wurde für die Suche nach 
Interaktionspartnern des mechanosensitiven Ionenkanals TRPN1 eine cDNA 
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Bank aus Xenopus laevis Oozyten verwendet (Dissertation Dr. Rudolf Herr). Zu 
Beginn des Projektes ließ der wissenschaftliche Kenntnisstand vermuten, dass 
TRPN1 in Xenopus Oozyten einen mechanisch aktivierbaren Ionenkanal, 
ähnlich den Eigenschaften des Transduktionskanals im Innenohr, stellt. 
Mittlerweile ist bekannt, dass dieser mechanosensitive Kanal in den Oozyten 
durch TRPC gebildet wird (Maroto et al. 2005). Die genaue Funktion von 
TRPN1 in Oozyten ist bislang unbekannt, jedoch wird TRPN1 in Ooyzten des 
Xenopus laevis endogen exprimiert (Shin et al. 2005). So erschien zu Beginn 
dieses Projekts ein Screen einer Xenopus laevis Oozyten cDNA Bank als 
vielversprechend.  
Oozyten stellen eine geeignete Grundlage für ein Modellsystem dar. Zum einen 
sind Oozyten in großer Anzahl verfügbar und eine Gewinnung dieser ist sehr 
einfach durchführbar. Weiterhin ist die Expression von Proteinen in Oozyten 
und deren anschließende Aufreinigung für weitere Analysen relativ 
unkompliziert. Haarsinneszellen aller Organismen sind im Gegensatz dazu sehr 
schwer zugänglich. Die meisten Organismen besitzen nur etwa 15.000 bis 
30.000 Haarsinneszellen, welche zudem postmortal häufig nicht mehr isoliert 
werden können. Da die Haarzellen unteilbar sind, konnten bisher keine 
Haarzelllinien gewonnen werden (s. Dissertation (Diskussion) 
Dr. Rudolf Herr 2008). 
5.1.2.2 Interaktionsexperimente mit TRPN1 und Peflin 
Erstmalig wurde Peflin als potenzieller Interaktionspartner von TRPN1 im Yeast 
two-Hybrid Screen gefunden. Durch die Yeast two-Hybrid Methode konnten 
bislang viele physiologische Interaktionspaare identifiziert werden, jedoch 
können Ergebnisse auch durch unspezifische falsch positive Interaktionen 
hervorgerufen werden (Serebriiskii et al. 2000, Coates & Hall 2003). Um die 
Spezifität der Interaktion zu überprüfen, wurden in diesem Projekt GST-Pull 
Down Experimente, Ko-Immunopräzipitations-Versuche und eine Wiederholung 
des Yeast two-Hybrid Versuchs durchgeführt. 
Im GST-Pull Down Experiment, der Ko-Immunpräzipitation und dem Yeast 
two-Hybrid Versuch konnten die Interaktionen zwischen Peflin und den 
N-terminalen Ankyrin Repeats (Ankyrin Repeats 1-2 und 1-6) von TRPN1 
mehrfach bestätigt werden (s. 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3.1). Weiterhin zeigte sich im 
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GST-Pull Down Experiment eine Interaktion zwischen Peflin und einem 
TRPN1-Konstrukt bestehend aus dem dritten bis sechsten Ankyrin Repeat. Die 
Interaktion der Ankyrin Repeats mit Peflin scheint über mehrere Bereiche der 
ersten sechs Ankyrin Repeats vermittelt zu werden. Bei bekannter Interaktion 
des Calcium-bindenden EF-Hand Proteins Calmodulin mit N-terminal 
gelegenen Ankyrin Repeats der TRP-Kanäle TRPV1, TRPV3 und TRPV4 
(Lishko et al. 2007, Phelps et al. 2010), ist eine Interaktion von (potenziell) 
Calcium-bindenden EF-Hand Proteinen mit TRP-Kanälen über Ankyrin Repeats 
nun bereits für mindestens zwei verschiedene TRP-Kanal-Subfamilien 
beschrieben. 
Neben der Interaktion von Peflin mit den Ankyrin Repeats erschien auch die 
Frage nach einer möglichen Interaktion mit dem C-Terminus von TRPN1 als 
vielversprechend. Das bereits beschriebene EF-Hand Protein Calmodulin 
bindet neben einer Interaktion mit den N-terminalen Ankyrin Repeats auch an 
den C-Terminus der Ionenkanäle TRPV1 und TRPV4 (Numazaki et al. 2003, 
Strotmann et al. 2003, Lishko et al. 2007, Phelps et al. 2010). Aus diesem 
Grund wurde auch für Peflin eine mögliche Interaktion mit dem C-Terminus des 
TRPN1 untersucht, die mit den drei zuvor genannten durchgeführten 
Interaktionsexperimenten bestätigt werden konnte (s. 4.2.3.1). 
Weitere Informationen über die Interaktionsdomänen und das Zusammenspiel 
der verschiedenen EF-Hände von Peflin sollten durch GST-Pull Down 
Experimente mit Peflin-Trunkationen hervorgebracht werden (s. 4.2.3.2).  
Im Vergleich zu Calmodulin, das zwei voneinander unabhängige Subdomänen 
mit den EF-Händen EF1+2 und EF3+4 bildet (Kretsinger 1997), stellt die 
Kristallstruktur des PEF-Proteins Calpain eine kompakte Struktur dar. Die 
Domänen EF2 und EF4 von Calpain bilden untereinander Kontakte und 
Calcium-abhängig kann es zu Konformationsänderungen kommen (Blanchard 
1997, Kretsinger 1997). Durch Trunkationen in PEF-Proteinen, die die 
EF-Hände EF1 bis EF4 betreffen, kann es weiterhin zu einer Zerstörung der 
funktionellen Proteinfaltung kommen (Nelson et al. 2002). Für die 
entsprechenden Peflin-Konstrukte mit Trunkationen im Bereich der EF-Hände 1 
bis 4 (GFP-Peflin ΔEF3-5, GFP-Peflin ΔN/EF1-2) zeigte sich eine deutlich 
reduzierte Interaktion mit den Ankyrin Repeats von TRPN1. Sollte es einen 
5 Diskussion 
115 
 
ähnlichen Effekt bei Peflin wie bei Calpain geben, könnte dieses Ergebnis 
einerseits durch eine Zerstörung der funktionellen Proteinstruktur von Peflin 
zustande kommen. Andererseits könnte dieses Ergebnis auch für eine 
entscheidende Bedeutung der trunkierten Domänen für die Interaktion 
sprechen. 
Die Funktion des N-Terminus von Peflin ist bisher unbekannt. Für das 
PEF-Protein Grancalcin konnte ein Einfluss der hydrophoben N-terminalen 
Domäne auf die Löslichkeit des Proteins in Anwesenheit von Calcium 
beschrieben werden (Lollike et al. 2001). Dies bedeutet, dass eine 
Calcium-abhängige Konformationsänderung auch den N-Terminus des Proteins 
betreffen wurde und es zu einer Änderung der Tertiärstruktur kommt (Lollike et 
al. 2001). Eine Trunkation des N-Terminus von Peflin (GFP-Peflin ΔN und 
GFP-Peflin ΔN/EF1-2) führte nahezu zu einer Auslöschung der Interaktion mit 
den Ankyrin Repeats von TRPN1. Dies zeigte sich insbesondere für das 
Konstrukt GFP-Peflin ΔN, bei dem lediglich der N-Terminus trunkiert wurde und 
durch die vollständig vorhandenen EF-Hände die ursprüngliche Faltung in 
diesem Bereich erhalten geblieben sein sollte. 
Die als Dimersierungsdomäne beschriebene fünfte EF-Hand (s. 5.1.1.3) 
beeinflusst ebenfalls die Interaktion von Peflin und TRPN1. GFP-Peflin ΔEF5 
interagiert in einem deutlich reduzierten Ausmaß mit TRPN1 im Vergleich zu 
Peflin Wildtyp. Möglicherweise wird die Interaktion von Peflin sowohl mit dem 
N- wie auch mit dem C-Terminus von TRPN1 über eine Homodimerbildung, 
welche über die fünfte EF-Hand stattfinden könnte, ermöglicht.  
Wie bereits erwähnt, scheint für alle EF-Hand Proteine Calcium einen großen 
Einfluss sowohl auf die Tertiärstruktur der Proteine als auch auf Interaktionen 
mit anderen Proteinen zu haben (s. 5.1.1.1). In Interaktionsversuchen mit einer 
Peflin-Mutation, in der die Calcium-Bindung verhindert sein sollte 
(GFP-Peflin-Ca2+), spiegelt sich dies wider. Die Interaktion mit den Ankyrin 
Repeats ist für dieses Konstrukt deutlich reduziert. 
Zusammenfassend legen diese Interaktionsergebnisse nahe, dass für die 
Interaktion zwischen den Ankyrin Repeats von TRPN1 und Peflin insbesondere 
die NHB-Domäne und die Fähigkeit Calcium zu binden von entscheidender 
Bedeutung sind. 
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5.1.2.3 Zellbiologische Experimente mit TRPN1 und Peflin in einem 
Haarzellmodell 
Für die zellbiologischen Versuche wurden CL4 Zellen, als bekanntes Modell für 
Haarzellen (Zheng et al. 2010), verwendet. 
Um eine Aussage zu möglichen Ko-Lokalisationen von Peflin- und 
TRPN1-Konstrukten in CL4 Zellen zu machen, wurde die Lokalisation dieser 
Proteine zunächst bei alleiniger Transfektion untersucht. 
Durch das GFP-Epitop konnte die Lokalisation von TRPN1 in CL4 Zellen diffus 
im Zytoplasma dargestellt werden (s. 4.2.4.1). Weitere Versuche mit TRPN1 in 
HEK293 Zellen zeigten eine Ko-Lokalisation von TRPN1 mit einem 
anti-Tubulin-Antikörper (s. 4.4.1). Cheng und Kollegen zeigten 2010 ebenfalls, 
dass Drosophila TRPN1 in HEK293 Zellen entlang des Zytoskeletts lokalisiert 
(Cheng et al. 2010). Färbungen von mit GFP-TRPN1 transfizierten Zellen mit 
Zellorganell-Markern lassen vermuten, dass TRPN1 in CL4 Zellen im 
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert (s. 4.2.4.1.2). 
Das Expressionsmuster von Peflin (GFP-Peflin und RFP-Peflin) in CL4 Zellen  
ist mit den Ergebnissen von Kitaura (Kitaura 2001) konsistent. Kitaura 
beschrieb, dass Peflin in Jurkat Zellen im Zytoplasma lokalisiert und mit der 
Membran assoziiert ist. Die transiente Lokalisation an der Zellmembran konnte 
durch Färbung von mit GFP-Peflin transfizierten CL4 Zellen mit einer 
Membran-Ko-Färbung bestätigt werden (s. 4.2.4.2.1 und 4.2.4.2.3). Da sich 
keine Ko-Lokalisation von GFP-Peflin mit den Markerproteinen für das ER, 
Golgi und den Lysosomen zeigte, könnten insbesondere die großen 
intrazellulären punktförmigen Fluoreszenzansammlungen von Peflin zum Teil 
durch Überexpression mit Bildung zytoplasmatischer Aggregate entstanden 
sein. Für das Penta-EF-Hand Protein Sorcin kommt es durch eine Bindung von 
Calcium zur Translokalisation vom Zytoplasma an die Zellmembran (Zamparelli 
et al. 2000). Eine von der Calcium-Konzentration abhängige 
Lokalisationsänderung von Peflin in CL4 Zellen konnte jedoch nicht gezeigt 
werden (s. 4.2.4.2).  
Nach etwa zehn Tagen bilden CL4 Zellen an ihrer apikalen Zellseite Mikrovilli 
als topologisches Äquivalent der Haarzellstereozilien aus, sodass eine 
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Lokalisation von putativen Haarzellproteinen in diesen Zilien bestimmt werden 
kann (Zheng et al. 2010). In den durchgeführten Versuchen konnte dieser 
Vorteil der CL4 Zellen jedoch nicht ausgenutzt werden, da die Zellen in diesem 
Stadium eine sehr schlechte Expressionsrate zeigten. Kam es zu einer 
Expression von Peflin- und TRPN1-Konstrukten in CL4 Zellen, die bereits Zilien 
ausgebildet hatten, konnte keine Lokalisation in den Zilien ausgemacht werden. 
Durch eine Transfektion von CL4 Zellen mit dem Protein Espin (Zheng et 
al. 2010) kann die Bildung der Mikrovilli gesteigert werden. Jedoch konnte eine 
Lokalisation von Peflin in den Mikrovilli auch durch diese Modifikation nicht 
nachgewiesen werden (s. 4.2.4.2). 
Da für die verschiedenen Peflin-Trunkationen eine verminderte Interaktion mit 
TRPN1 nachgewiesen werden konnte, sollte auch die Lokalisation dieser 
Trunkationen in CL4 Zellen untersucht werden. Das Fluoreszenzsignal für die 
Peflin-Calcium-Bindestellen-Mutante und die Peflinkonstrukte, mit Mutationen in 
den EF-Händen, zeigte ein gleiches Muster wie Peflin-Wildtyp. Eine veränderte 
Zelllokalisation zeigte sich jedoch für die Peflin-Trunkationen mit fehlendem 
N-Terminus (GFP-Peflin ΔN und GFP-Peflin ΔN/EF1-2) (s. 4.2.4.2.2). Diese 
beiden Konstrukte zeigten eine diffuse Verteilung im Zytoplasma sowie im 
Zellkern, sodass die NHB-Domäne möglicherweise für eine Aggregation von 
Peflin an Zellmembranstrukturen, zum Beispiel über hydrophobe Interaktionen, 
verantwortlich ist.  
Nachdem bereits in mehreren Experimenten die Interaktion von TRPN1 und 
Peflin bestätigt werden konnte, stellte sich die Frage nach einer Ko-Lokalisation 
von GFP-TRPN1 und RFP-Peflin in CL4 Zellen. Die alleinige Transfektion der 
beiden Konstrukte zeigte zwei deutlich unterschiedliche Expressionsmuster 
(s. 4.2.4.1.1 und 4.2.4.2.1), jedoch führte eine Ko-Expression zu einer 
Ko-Lokalisation beider Fluoreszenzsignale (s. 4.2.4.3). RFP-Peflin zeigte eine 
Änderung des Expressionsmusters und ko-lokalisierte mit dem GFP-TRPN1 
Signal in einem retikulären Fluoreszenzmuster. Diese Ko-Lokalisation konnte 
durch weitere Ko-Expression von RFP-Peflin und pcDNA3.1-TRPN1 und 
anschließender anti-TRPN1-Antikörperfärbung in CL4 Zellen bestätigt werden. 
Erhöhungen der Calcium-Konzentration in CL4 Zellen zeigten keinen Einfluss 
auf die Ko-Lokalisation von GFP-TRPN1 und RFP-Peflin. Eine Ko-Expression 
von den ersten beiden Ankyrin Repeats von TRPN1 (RFP-ANK1-2) und 
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GFP-Peflin zeigte eine Anpassung des RFP-Expressionsmusters an die 
Verteilung von GFP-Peflin entlang der Zellmembran sowie in intrazellulären 
Punkten. Dieses Experiment bestätigte die Interaktion von Peflin mit den ersten 
beiden Ankyrin Repeats auch in CL4 Zellen. Die Ergebnisse lassen darauf 
schließen, dass wenn die Ankyrin Repeats durch Assoziation mit dem 
TRPN1-Kanal an intrazelluläre Membranen fixiert sind, es durch TRPN1 zur 
Umverteilung des Expressionsmusters von Peflin kommt. Wenn aber die 
Ankyrin Repeats löslich sind, führt die Interaktion mit Peflin zu einer 
Umverteilung der Ankyrin Repeats. 
Eine Interaktion von TRPN1 und Peflin konnte somit auch in den 
durchgeführten zellbiologischen Experimenten mehrfach bestätigt werden, 
wobei sich insbesondere in den Interaktionsexperimenten zeigte, dass die 
NHB-Domäne von Peflin einen entscheidenden Einfluss auf die Interaktion zu 
haben scheint. 
5.1.3 Mögliche Bedeutung der Interaktion zwischen TRPN1 und Peflin im 
Mechanotransduktionsprozess 
5.1.3.1 TRPN1 im mechanoelektrischen Transduktionsapparat 
Vor Kurzem konnte durch Effertz und Kollegen TRPN1 als Transduktionskanal 
des Drosophila Hörorgans bzw. als entscheidender Bestandteil des 
mechanoelektrischen Transduktionskomplexes beschrieben werden (Effertz et 
al. 2012). Zellbiologische Versuche zeigten bisher, dass TRPN1 nur in dem 
Kinozilium der Xenopus Haarsinneszellen lokalisiert und nicht in den 
Stereozilien, welche bisher als Ursprungsort der Mechanotransduktion 
gehandelt wurden (Shin et al. 2005). 2012 konnte nun gezeigt werden, dass 
Kinozilien in Entwicklungsstadien an der mechanoelektrischen Transduktion 
beteiligt sind (Kindt et al. 2012). Für die Bildung eines mechanoelektrischen 
Kanals in den Stereozilien könnten möglichweise auch nur ein oder zwei 
Moleküle eines Proteins benötigt werden. Somit könnte TRPN1 in den 
Stereozilien unterhalb eines Detektionslevels vorhanden sein und ebenfalls eine 
entscheidende Rolle in der mechanoelektrischen Transduktion bei niederen 
Vertebraten, auch über frühere Entwicklungsstadien hinaus, spielen. (Weiteres 
zu TRPN1 s. 1.2). 
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5.1.3.2 Peflin im mechanoelektrischen Transduktionsapparat 
Peflin als in vitro Interaktionsprotein des putativen Transduktionskanals TRPN1 
konnte in den durchgeführten Versuchen mehrfach eindeutig bestätigt und 
somit eine falsch positive Interaktion sehr unwahrscheinlich werden. Somit 
könnte Peflin eine neu identifizierte Komponente des Transduktionsapparates in 
den Haarsinneszellen sein. Da sowohl die Funktion von Peflin weitestgehend 
unbekannt ist wie auch xlTRPN1 bisher nicht funktionell exprimiert wurde, 
stehen funktionelle Experimente zur Interaktion aus. Bei jedoch mehrfach 
bestätiger Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen können Hypothesen 
generiert werden. 
Beim Menschen, wo Peflin ursprünglich identifiziert wurde (Kitaura et al. 1999), 
kann es keine Interaktion mit TRPN1 geben, da Säugetiere kein Ortholog des 
TRPN1-Proteins haben. Jedoch kann TRPN1 als potenzieller 
Transduktionskanal im Hörorgan niederer Vertebraten, bei großen funktionellen 
Gemeinsamkeiten, auch als Transduktionsmodell für höhere Vertebraten 
herangezogen werden. Weiterhin könnte eine Interaktion von Peflin mit anderen 
TRP-Kanälen die Möglichkeit bieten, dass Peflin auch eine Funktion in der 
Mechanotransduktion in Säugetier-Haarzellen besitzt. 
Die mögliche Calcium-Bindung von Peflin könnte für eine funktionelle 
Einordnung der Interaktion von Bedeutung sein. Sowohl für Proteine der 
Penta-EF-Hand Gruppe wie auch explizit für Peflin wurde eine 
Funktionsänderung und Beeinflussung der Funktion durch Calcium bereits 
mehrfach beschrieben (s. 5.1.1.1, 5.1.1.2 und 5.1.1.3). In diesem Projekt konnte 
sowohl in den GST-Pull Down Versuchen als auch in den zellbiologischen 
Versuchen ein Einfluss der Calcium-Bindung auf die Interaktion von TRPN1 und 
Peflin beschrieben werden. Die Interaktionsexperimente mit der 
Peflin-Calcium-Bindestellen-Mutante zeigten eine deutlich reduzierte Interaktion 
mit TRPN1 (s. 4.2.3 und 4.2.4.3). Ob Peflin selber Calcium bindet ist 
unbekannt, jedoch enthält Peflin Protein-Domänen, die den 
Calcium-Bindungssequenzen anderer Proteine entsprechen. Weiterhin sind die 
Lokalisation von Peflin an der Plasmamembran und die Interaktion mit ALG-2 
Calcium-abhängig. Der Transduktionskanal der Haarsinneszellen ist permeabel 
für Calcium (s. 1.1.3). In Zusammenschau dieser Kenntnisse könnte der 
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Einfluss von Peflin auf TRPN1 mit der Fähigkeit der Calcium-Bindung und somit 
im Rahmen der schnellen Adaptation, wo Calcium eine Schlüsselfunktion 
besitzt, zusammenhängen (s. 1.1.5). Hierbei kommt es bei dauerhafter 
Stimulation der Haarsinneszellen zu einer Verringerung der 
Öffnungswahrscheinlichkeit des Transduktionskanals und damit gleichzeitig zu 
einer fortbestehenden Aktivierbarkeit des Ionenkanals im Verlauf. Durch 
Calcium-Bindung an den Transduktionskanal oder an Proteine in direktem 
Kontakt mit diesem wird die schnelle Adaptation initiiert (Stauffer et al. 2005). 
Zur genaueren Einordnung dieser Hypothese wären funktionelle Versuche in 
Expressionssystemen, die sowohl Peflin als auch TRPN1 natürlicherweise 
exprimieren, wie zum Beispiel der Zebrafisch, interessant. So könnten die 
natürlicherweise stattfindende Expression und Funktion von Peflin und TRPN1 
gemeinsam untersucht werden.  
5.1.3.3 Peflin und ALG-2  
Das nächstverwandte Protein von Peflin ist ALG-2 (Kitaura et al. 1999). ALG-2 
gehört ebenfalls zur Penta-EF-Hand Protein Gruppe und interagiert 
Calcium-abhängig mit dem TRP-Kanal TRPML1 (Vergarajauregui et al. 2009), 
einem Ionenkanal, der bei der Mucolipidosis Typ IV von Bedeutung ist und als 
Ionenkanal beim endolysosomalen Membrantransport eine Rolle spielt. 
TRPML1 hat keine Ankyrin Repeats, interagiert aber über geladene Anteile des 
zytoplasmatischen N-Terminus mit ALG-2. Das zum TRP-Kanal TRPML1 
nahverwandte Protein TRPML3 ist in der varitint waddler Maus mutiert 
(Di Palma et al. 2002), ein Mausmodell mit Taubheit, bedingt durch 
unorganisierte Stereozilien und Verlust von Haarzellen. TRPML3 enthält 
teilweise die konservierte Domäne des TRPML1, die zur Interaktion mit ALG-2 
führt und lokalisiert in Haarzellen, hier insbesondere in den Stereozilien 
(Di Palma et al. 2002, Nagata et al. 2008). Für ALG-2 wurde beschrieben, dass 
ein ALG-2-Dimer zwei Proteine miteinander verbinden und als 
Calcium-abhängiger Adaptor fungieren kann (Maki et al. 2011). ALG-2 und 
Peflin interagieren über die fünfte EF-Hand miteinander (Kitaura et al. 2001), 
sodass indirekt über ALG-2 oder auch aufgrund hoher Strukturähnlichkeiten mit 
ALG-2 eine Interaktion von zwei TRP-Kanälen in den Stereozilien durch Peflin 
möglich sein könnte. In Anbetracht einer solch möglichen Interaktion wäre eine 
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Beteiligung von Peflin in der mechanoelektrischen Transduktion in 
Haarsinneszellen von Säugetieren vorstellbar. Weiterhin könnte es über die 
Interaktion von ALG-2 und Peflin oder durch Homodimerbildung von Peflin zu 
einer Heteromultimerisierung von TRP-Kanälen kommen. Zur Beantwortung 
dieser theoretischen Annahmen müssen allerdings umfangreiche weitere 
Versuche durchgeführt werden. Eine schlussfolgernd zu klärende Frage ist 
somit, ob Peflin und ALG-2 eine molekulare Brücke zwischen zwei 
TRP-Kanälen in Haarsinneszellen bilden können. 
5.2 Diskussion der Interaktion von TRPN1 mit weiteren 
potenziellen Interaktionsproteinen  
In dem zu Beginn dieses Projektes durchgeführte Yeast two-Hybrid Screen 
(Dissertation von Dr. Rudolf Herr) wurde eine große Anzahl von potenziellen 
Interaktionspartnern des Ionenkanals TRPN1 identifiziert. Da der Yeast 
two-Hybrid Screen viele falsch positive Ergebnisse produzieren kann (Vidalain 
et al. 2004), sollten zusätzlich einige Proteine in diesem Projekt 
weiteruntersucht werden. Hierzu wurden GST-Pull Down Versuche mit 
verschiedenen TRPN1-Konstrukten durchgeführt. Anhand von 
Literaturrecherchen fiel die Entscheidung auf die folgenden Proteine:  
Dr. Rudolf Herr identifizierte das Protein Prefoldin 5 im Yeast two-Hybrid Screen 
sowohl als Interaktionspartner für den N-Terminus als auch für den C-Terminus 
des TRPN1. Prefoldin 5 ist ein Co-Chaperon mit Einfluss auf Entwicklung und 
korrekte Faltung von Aktin und Tubulin und wird für eine normale sensorische 
und neuronale Entwicklung benötigt (Lee et al. 2011). Unter 
Standardbedingungen zeigte sich im GST-Pull Down Versuch keine Interaktion 
mit den aminoterminalen und carboxyterminalen Konstrukten des TRPN1. Wird 
dem Lysispuffer jedoch Calcium zugesetzt, lässt sich im GST-Pull Down 
Experiment eine Interaktion sowohl mit GST-TRPN1_ANK1-6 als auch mit 
GST-TRPN1_ANK1-2 nachweisen. Dieses Ergebnis kann auf eine 
Calcium-Abhängigkeit der Bindung zwischen dem aminoterminalen Anteil von 
TRPN1 und Prefoldin 5 hindeuten. 
Cyclophilin H, auch Peptidyl-Prolyl Isomerase genannt, gehört zur gleichen 
Proteinfamilie wie Cyclophilin D. Dieses Protein ist als wichtiger Bestandteil 
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beim  Transport über die mitochondriale Membran beschrieben worden und soll 
einen Effekt auf die Porenformierung haben (Juhaszova et al. 2008). Allgemein 
werden für Proteine, die Peptidyl-Prolyl Isomerase Domänen enthalten, 
weitreichende Funktionen beschrieben. Die Peptidyl-Prolyl Isomerase FKBP12 
führt u.a. zu einer spontanen Öffnung des TRPC Ionenkanals (Shim et al. 
2009). Weiterhin ermöglicht die Peptidyl-Prolyl Isomerase Cyclophilin die 
funktionelle Expression des Kir2.1. Ionenkanals und wird als Mitspieler bei der 
Entwicklung von weiteren Rezeptoren beschrieben (Chen et al. 1998). Eine 
Interaktion zwischen der Peptidyl-Prolyl Isomerase H und den aminoterminalen 
GST-Fusionsproteinen des TRPN1 konnte im GST-Pull Down Experiment 
sowohl unter Standard- wie auch unter Calcium-Bedingungen nicht 
nachgewiesen werden.  
Da das Protein Securin in dem initial durchgeführten Yeast two-Hybrid Screen 
sehr häufig als Interaktionspartner detektiert wurde, sollte dieses Protein 
ebenfalls genauer untersucht werden. Securin bildet u.a. einen Komplex mit 
Separase und wirkt so an der DNA-Reparatur während des Zellzyklus mit 
(Nagao et al. 2004). Für das Protein Securin konnte eine Interaktion mit dem 
carboxyterminalen TRPN1-Konstrukt im GST-Pull Down Experiment nicht 
nachgewiesen werden. 
RanBPM (Ras-related Nuclear binding Protein M) hat Einfluss auf verschiedene 
Zellprozesse, lokalisiert in Zellen an der Zellmembran (Denti, 2004), beeinflusst 
u. a. die Mircotubulin-Dynamik (Kobayashi et al. 2007, Suresh et al. 2012) und 
ist in Proteinkomplexen für den axoplasmatischen Transport der Zellen 
mitverantwortlich (Togashi et al. 2006). RanBPM zeigte in den durchgeführten 
GST-Pull Down Versuchen sowohl ein positives als auch ein negatives 
Interaktionsergebnis mit GST-TRPN1_Ctrunc, sodass keine abschließende 
Beurteilung zu dieser Interaktion im GST-Pull Down Experiment möglich ist 
(s. 4.1.3 und 4.1.4). 
Für die Proteine, welche keine konsistenten Ergebnisse im Yeast two-Hybrid 
und GST-Pull Down Versuch zeigten, konnte bisher nicht geklärt werden, ob die 
Yeast two-Hybrid Ergebnisse als falsch positiv oder die GST-Pull Down 
Ergebnisse als falsch negativ zu werten sind. 
5 Diskussion 
123 
 
5.2.1 Diskussion der Interaktion des mechanosensitiven Ionenkanals 
TRPN1 und Aldoketoreduktase 7A2 
Die Aldoketoreduktase 7A2 wird auch als Aflatoxin-Aldehyde-Reduktase 
bezeichnet und gehört zur Familie der Aldoketoreduktasen. Proteine der 
Aldoketoreduktasen (AKR) Subfamilie 6 bilden u. a. die β-Untereinheiten von 
spannungsabhängigen Kalium-Kanälen (Gulbis et al. 1999, Weng et al. 2006). 
Hierbei beeinflusst offensichtlich die oxidoreduktive Aktivität der Proteine das 
Gating der Kanäle (McCormack & McCormack 1994). Da die Proteine der 
Subfamilie AKR 6 und AKR 7 strukturelle Ähnlichkeiten aufweisen (Ireland et al. 
1998), erschien eine potenzielle Interaktion mit TRPN1 interessant zu sein.  
Im GST-Pull Down Versuch konnte für die Aldoketoreduktase 7A2 eine 
Interaktion mit den N-terminalen TRPN1-Konstrukten nachgewiesen werden 
(s. 4.1.3). In den Versuchen, in denen dem Lysispuffer Calcium zugefügt wurde, 
zeigten sich konsistente Ergebnisse. Das Interaktionsexperiment zwischen AKR 
und dem C-terminalen TRPN1-Konstrukt zeigte nach einmalig positivem 
Versuchsergebnis keine reproduzierbaren Ergebnisse (s. 4.3.1.1). Als 
Modifikationen im Versuchsaufbau wurden unterschiedlich große Mengen an 
GST-Fusionsproteinen, verschiedene Inkubationszeiten, unterschiedlich große 
Mengen an Glutathion Sepharose-Beads und verschiedene Lysispuffer 
verwendet. Jedoch konnte auch unter modifizierten Versuchsbedingungen kein 
eindeutiges Ergebnis erzielt werden. Die uneinheitlichen Ergebnisse sprechen 
nicht in jeder Hinsicht gegen eine Interaktion zwischen GFP-AKR und 
GST-TRPN1_Ctrunc. Es könnte sich um eine transiente oder schwache 
Bindung handeln, die erst bei hohen Konzentrationen beider Proteine detektiert 
werden kann. 
Um die Interaktion zwischen GFP-AKR und den aminoterminalen 
TRPN1-Konstrukten einzugrenzen, wurden zwei Trunkationen von der 
Aldoketoreduktase 7A2 erstellt. Da es zum Zeitpunkt dieses Versuches keine 
Strukturbeschreibung des Proteins gab, wurden zwei Trunkationen ohne 
funktionellen oder strukturellen Hintergrund erstellt. Für GFP-AKR ΔC75 
wurden die ersten 75 Aminosäuren C-terminal trunkiert, für die Trunkation 
GFP-AKR ΔC140 die 140 C-terminalen Aminosäuren. Da eine Interaktion 
zwischen der Trunkation GFP-AKR ΔC75 und GST-TRPN1_ANK1-2, nicht 
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jedoch für die Trunkation GFP-AKR ΔC140, nachgewiesen werden konnte, ist 
daraus zu schließen, dass im Bereich der Aminosäuren 76 bis 140 der 
Aldoketoredukatse 7A2 für die Interaktion mit TRPN1 wichtige Sequenzen 
liegen (s. 4.3.1.2). 
Die Kontrollexperimente zum Ausschluss von falsch positiven Ergebnissen 
durch die Epitope der TRPN1- und Aldoketoreduktase-Konstrukte fielen negativ 
aus. 
Zur weiteren Analyse der Interaktion zwischen TRPN1 und AKR wurden 
zellbiologische Versuche durchgeführt. Zur Lokalisationsbestimmung in CL4 
Zellen konnte das Fluoreszenzsignal von der AKR eine Übereinstimmung mit 
der Färbung des endoplasmatischen Retikulums erzielen. Für die anderen 
Zellorganell-Färbungen konnten keine reproduzierbaren Ergebnisse erstellt 
werden, die auch durch Modifikationen der Versuchsdurchführung nicht 
erfolgten (s. 4.3.2.1.2). Ko-Lokalisationsexperimente von AKR und TRPN1 in 
CL4 Zellen, zeigten ein übereinstimmendes Fluoreszenzsignal in einem 
intrazellulären punktförmigen Muster. In den durchgeführten 
Kontrollexperimenten konnte eine Ko-Lokalisation durch Interaktion mit den 
Epitopen der eigentlichen Konstrukte jedoch nicht ausgeschlossen werden, da 
auch die Ko-Expression von RFP-AKR und GFP zu einem übereinstimmenden 
Fluoreszenzmuster führte (s. 4.3.2.2). Da vorherige Kontrollexperimente keine 
Interaktion zwischen RFP-Peflin und GFP zeigten (s. 4.2.4.3), kann die 
Interaktion nicht über die GFP- und RFP-Epitope vermittelt worden sein. Zur 
genaueren Verifizierung der Ko-Lokalisation zwischen TRPN1 und der 
Aldoketoredukatse 7A2 in CL4 Zellen müssen weitere Experimente 
durchgeführt werden. 
5.3 Schlussfolgerung und Ausblick 
In diesem Projekt konnte die Interaktion des mechanosensitiven Ionenkanals 
TRPN1 und des Penta-EF-Hand Proteins Peflin bestätigt werden. Durch weitere 
Versuche konnten zudem Interaktionsdomänen von TRPN1 und Peflin 
eingegrenzt und in ihrer Bedeutung für die Interaktion unterschieden werden. 
Bisher ist die Funktion von Peflin unbekannt, es gibt keine in vivo Versuche zur 
funktionellen Expression von TRPN1 in Xenopus laevis und keine funktionellen 
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Experimente zur Interaktion von TRPN1 und Peflin. Um die durch diese 
neugewonnenen Kenntnisse aufgestellten Hypothesen zu verifizieren und die 
physiologische Bedeutung der Interaktion von Peflin und TRPN1 genauer zu 
beschreiben, müssen weitere Versuche folgen. Sodann könnte Peflin und die 
Interaktion mit TRPN1 einen weiteren Fortschritt im Verständnis des 
molekularen Aufbaus und des physiologischen Mechanismus‘ des 
mechanoelektrischen Transduktionskomplexes im Corti-Organ leisten.  
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6 Zusammenfassung 
Der mechanoelektrische Transduktionskanal der Haarsinneszellen ist das 
Schlüsselelement in der Umwandlung eines mechanischen Stimulus in einen 
elektrischen Impuls im Corti-Organ und lokalisiert an der Spitze der 
Stereozilien. Entsprechend des Gating Spring Modells kommt es durch 
Auslenkung der Stereozilien zu einer Dehnung einer zytoplasmatischen 
elastischen Feder („Spring“). Durch diese Kraftübertragung auf den 
Transduktionskanal wird die Öffnung des Kanals („Gating“) ausgelöst. Trotz 
umfangreicher Forschung konnten weder der genaue Mechanismus des 
mechanoelektrischen Transduktionsprozesses noch die molekulare Identität 
des Haarzelltransduktionskanals bisher geklärt werden. 
Der in diesem Projekt näher untersuchte mechanosensitive Ionenkanal TRPN1 
ist ein interessanter Kandidat für den Haarzelltransduktionskanal in niederen 
Vertebraten. N-terminal besitzt xlTRPN1 28 Ankyrin Repeats, die 
entsprechende Eigenschaften der Feder im Gating Spring Modell erfüllen. 
Durch umfangreiche Protein-Protein Interaktionsexperimente sollten potenzielle 
Interaktionsproteine des Ionenkanals TRPN1 identifiziert werden, um damit den 
mechanoelektrischen Transduktionskomplex und dessen Funktionsweise 
genauer zu beschreiben. Die untersuchten potenziellen Interaktionsproteine 
wurden in einem genetischen Screen aus einer Xenopus laevis Oozyten cDNA 
Bank isoliert (Dissertation von Dr. Rudolf Herr, Institut für Physiologie, 
Universität Tübingen, 2008).  
In der hier vorliegenden Arbeit durchgeführte GST-Pull Down 
Interaktionsexperimente konnten insbesondere für die Proteine Peflin und die 
Aldoketoreduktase 7A2 die Interaktion mit TRPN1 bestätigen. 
Für das Protein Aldoketoreduktase 7A2 konnte die Interaktion, insbesondere 
über den N-terminalen Bereich des Proteins, mit den N-terminal gelegenen 
Ankyrin Repeats des TRPN1 im GST-Pull Down Experiment mehrfach gezeigt 
werden. Bei unklaren Ergebnissen zur Ko-Lokalisation in den zellbiologischen 
Versuchen müssen weitere Versuche folgen, um abschließende Aussagen über 
diese Interaktion und die mögliche Bedeutung der Aldoketoredukatse 7A2 im 
Transduktionskomplex machen zu können. 
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Das Protein Peflin ist ein putativ Calcium-bindendes Protein und gehört zur 
Penta-EF-Hand Familie. Durch verschiedene Interaktionsexperimente 
(GST-Pull Down, Ko-Immunopräzipitation und Yeast two-Hybrid) konnte in vitro 
die Interaktion sowohl mit den N-terminalen Ankyrin Repeats als auch mit dem 
C-Terminus des Ionenkanals TRPN1 nachgewiesen werden. Weiterhin konnte 
eine Ko-Lokalisation dieser beiden Proteine in zellbiologischen Versuchen 
mikroskopisch dargestellt werden. In Experimenten zur Eingrenzung der 
Interaktionsdomänen des Proteins Peflin konnten zwei Bereiche des Proteins 
hervorgehoben werden. Sowohl der für diese Proteinfamilie ungewöhnlich lange 
und funktionell bisher nicht charakterisierte N-Terminus als auch die als 
Dimerisierungsdomäne beschriebene fünfte EF-Hand von Peflin scheinen 
entscheidende Bereiche für eine Interaktion mit TRPN1 zu sein. Ebenso zeigte 
sich eine deutlich reduzierte Interaktion zwischen TRPN1 und einer 
Peflin-Mutation mit reduzierter Calcium-Affinität.  
Obwohl Informationen über die Funktion des Proteins Peflin fehlen und bisher 
keine funktionellen Experimente die Interaktion mit TRPN1 bestätigen, 
ermöglicht die neu identifizierte Interaktion zwischen TRPN1 und Peflin neue 
Hypothesen bezüglich ihres Zusammenspiels im mechanoelektrischen 
Transduktionsprozess der Haarsinneszellen. Die Calcium-Bindung hat einen 
entscheidenden Einfluss auf die Interaktion dieser beiden Proteine, sodass die 
Bedeutung u. a. im Bereich der schnellen Adaptation liegen könnte. Dies ist ein 
Prozess in den Haarsinneszellen, der bei dauerhafter Stimulation des 
Transduktionskanals zu einer Verringerung der Öffnungswahrscheinlichkeit 
führt, hierbei jedoch gleichzeitig eine fortbestehende Aktivierbarkeit des 
Ionenkanals im Verlauf ermöglicht. Obwohl TRPN1 im Genom von höheren 
Vertebraten nicht vorkommt, kann dieser Ionenkanal aufgrund funktioneller 
Gemeinsamkeiten des Hörorgans von niederen und höheren Vertebraten, als 
Modellsystem in höheren Vertebraten dienen. Da Peflin ursprünglich im Genom 
des Menschen entdeckt wurde, könnte Peflin bei möglicher Interaktion mit 
anderen TRP-Kanälen auch direkt im Mechanotransduktionsprozess höherer 
Vertebraten mitwirken. 
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7 Summary 
The key element in the transformation of the mechanical stimulus into an 
electrical impulse in the corti-organ is the mechanoelectrical transduction 
channel that is located at the tips of the stereocilia of inner ear hair cells. The 
transduction process is based on the gating spring concept. According to this 
concept the deflection of the stereocilia leads to the stretching of a 
cytoplasmatic tether („spring“). This mechanical force is directed to the 
transduction channel and triggers channel opening („gating“). The 
understanding of this complex mechanism of mechanoelectrical transduction 
and the molecular identity of the transduction channel are an area of active 
research and despite rapid advances in the field in recent years have not been 
fully uncovered. 
In this project the mechanosensitive ionchannel TRPN1 which is an interesting 
candidate for the haircell transduction channel in lower vertebrates was studied. 
The N-terminus of xlTRPN1 features 28 ankyrin repeats that fulfill the 
characteristics of the tether in the gating spring model. To this end, 
comprehensive protein-protein interaction experiments were carried out in order 
to identify potential interaction proteins of TRPN1 and contribute to a better 
understanding of the complex nature of the mechanoelectrical transduction 
process. The investigated interaction proteins were selected based on a genetic 
screening of a Xenopus laevis oocyte cDNA bank (Dissertation of Dr. Rudolf 
Herr, Institute of Physiology, University Tübingen, 2008). 
GST-pull down experiments confirmed an interaction of TRPN1 with the 
proteins aldoketoreductase 7A2 and peflin. 
By means of GST-pull down experiments it was shown that protein 
aldoketoreductase 7A2 interacts, particularly via its N-terminal region, with the 
N-terminal ankyrin repeats of TRPN1. However, further research efforts are 
required to investigate the role of aldoketoreductase 7A2 and its impact on the 
ion channel TRPN1. 
The protein peflin is a putative calcium binding protein and belongs to the 
Penta-EF-hand protein family. A series of interaction experiments (GST-pull 
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down, co-immunoprecipitation and yeast two-hybrid) showed that peflin exhibits 
an in vitro interaction with the N-terminal ankyrin repeats and the C-terminus of 
the ion channel TRPN1. Furthermore, in cellbiological experiments a 
co-localization of the two proteins was microscopically demonstrated. Two 
distinct domains of peflin were identified to be important for the interaction with 
TRPN1. The first is the N-terminal region with unknown physiological function. 
The second is the fifth EF-hand which has been shown to serve as a 
dimerization domain. The interaction experiments further revealed a reduced 
interaction with a peflin mutation that has a lower calcium affinity. 
The accurate functional description of Peflin is challenging and functional 
experiments confirming the peflin and TRPN1 interaction are missing so far. 
However, this newly identified interaction between TRPN1 and peflin leads to 
new hypotheses regarding their influence in the mechanoelectrical transduction 
process in the sensory hair cells. The calcium affinity of peflin has a strong 
impact on the interaction with TRPN1. Accordingly, this interaction is likely to 
have an influence in the area of the fast adaptation, which is a process 
occurring in the hair cells close to the transduction channel. Excessive 
stimulation of the transduction channel results in a lower opening probability, 
while it still enables the activation of this ion channel. In lower vertebrates 
TRPN1 is an excellent candidate for the transduction channel of sensory hair 
cells. Since the acoustic organ of lower and higher vertebrates shows functional 
analogies, TRPN1 can also be regarded as a model for higher vertebrates, 
where TRPN1 is absent. Originally, Peflin was found in the human genome 
meaning that peflin could interact in the mechanoelectrical process of higher 
vertebrates with other members of the TRP-channel family. 
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9 Anhang 
9.1 Verwendete cDNA-Konstrukte 
Tabelle 9.1 Konstrukte für Yeast two-Hybrid  
Name Primer Schnitt- 
stellen 
AS-
Sequenz 
Beschreibung 
TRPN1_N_pGBKT7 5’N_PGBKT7_
InFu 
3’N_PGBKT7_
InFu 
EcoRI 206 AS 1.-6. Ankyrin 
Repeat; In-Fusion 
Ligation; pGBKT7 - 
Vektor; T4 Ligation 
TRPN1_C_pGBKT7   126 AS Aus Dissertation von 
Dr. R. Herr 
Peflin_pACT2    Aus Dissertation von 
Dr. R. Herr 
Tabelle 9.2 Konstrukte für GST-Pull Down Experimente – Potenzielle 
Interaktionsproteine 
Name  Primer Schnitt- 
stellen 
AS-
Sequenz 
Beschreibung 
GFP-S3-72 
= Peflin 
S3-72 
5’pr_HindIII 
S3-72 
3’pr_KpnI 
HindIII 
KpnI 
283 AS PeGFP C1 – 
Vektor; T4 
Ligation 
GFP-Peflin-Ca2+ 5’xPeflinE204
A 
3’xPeflinE204
A 
5’PeflinE137A 
3’PeflinE137A 
 283 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation; 
Mit der site-
directed 
mutagenesis von 
Dr. D. Wiemuth 
kloniert 
GFP-Peflin ∆EF5 Pef 5’hind 
3’ EF5-trunc-
kpn 
HindIII 
KpnI 
259 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
GFP-Peflin ∆N 5‘ N-trunc Pef 
S3-72 
3’pr_KpnI 
HindIII 
KpnI 
167 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
GFP-Peflin ∆N/EF1-2  
 
5’pef EF3-5 
HindIII 
3’S3-72KpnI 
HindIII 
KpnI 
101 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
GFP-Peflin ∆EF3-5 
 
5’ EF 5trunc 
HindIII 
3’pefEF1-
2KpnI 
HindIII 
KpnI 
184 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
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GFP-S3-10 
= Aldoketoredukatse 
S3-10-5’pr 
EcoRI 
S3-10 3’pr 
BamHI 
EcoRI 
BamHI 
323 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
GFP-AKR_C_∆75AS 5’AKR_GFP2_
InFu 
3’AKRd75AS_I
nFu 
EcoRI 248 AS pEGFP C2;  
In-Fusion Ligation 
GFP-AKR_C_∆140AS 5’AKR_GFP2_
InFu 
3’AKRd140AS
_InF 
EcoRI 183 AS pEGFP C2; 
 In-Fusion 
Ligation 
GFP-S3-34 S3-34 
5’prEcoRI 
S3-34 
3‘prBamHI 
EcoRI 
BamHI 
149 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
GFP-S3-77  S3-77 
5’pr_HindIII 
S3-77 3’pr 
BamHI 
HindIII 
BamHI 
155 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
GFP-S4-1  S4-1 
5’pr_EcoRI 
S4-1 
3’pr_BamHI 
EcoRI 
BamHI 
207 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
GFP-S4-16 S4-16 5’pr 
HindIII 
S4-16 3’pr 
BamHI 
HindIII 
BamHI 
548 AS PeGFP C1 - 
Vektor; T4 
Ligation 
Tabelle 9.3 Konstrukte für GST-Pull Down Experimente – GST-Fusionsproteine 
Name Primer Schnitt- 
stellen 
AS-
Sequenz 
Beschreibung  
GST-TRPN1_N_new 
= TRPN1_ANK1-6 
5’TRPN1_NII_
GST 
3’TRPN1_NII_
new 
EcoRI 
HindIII 
206 AS N-terminal: ersten 
6 Ankyrin Repeats; 
pGEX - Vektor; T4 
Ligation 
GST-TRPN1_ANK1-2 5’TRPN1_NII_
GST 
3’NII_2ank_Hi
nd 
EcoRI 
HindIII 
74 AS N-terminal: ersten 
2 Ankyrin Repars; 
pGEX - Vektor; T4 
Ligation 
GST-TRPN1_ANK3-6 5’TRPN1 N2-
6ank Eco 
3’TRPN1_NII_
new 
EcoRI 
HindIII 
134 AS N-terminal: ersten 
3.-6. 
Ankyrin Repars; 
pGEX - Vektor; T4 
Ligation 
GST-TRPN1_CII 5’TRPN1_CII_
GST 
3’TRPN1_C_G
ST 
EcoRI 
HindIII 
128 AS Langer C-
Terminus; pGEX - 
Vektor; T4 Ligation 
GST-
TRPN1_CII_trunc 
5’CII_trunc_Ec
oRI 
3’TRPN1_C_G
ST 
EcoRI 
HindIII 
75 AS Halbierter C-
Terminus; pGEX - 
Vektor; T4 Ligation 
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Tabelle 9.4 Konstrukte für Ko-Immunopräzipitation 
Name Primer Schnitt- 
stellen 
AS-
Sequenz 
Beschreibung 
ANK1-2_pRSSP 5'N2ankpRSS
P 
3'N2ankVSVp
RSSP 
XhoI 
KpnI 
74 AS In-Fusionprimer – 
T4 Ligation 
Ctrunc_pRSSP 5’CII_VSV_pR
SSP 
TRPN1-VSV-C 
XhoI 
KpnI 
128 AS In-Fusionprimer – 
T4 Ligation; 3‘ 
Primer von Dr. R. 
Herr 
Tabelle 9.5 Konstrukte für immunzytochemische Versuche 
Name Primer Schnitt- 
stellen 
AS-
Sequenz 
Beschreibung 
RFP-Peflin 5’Peflin 
RFP_Ec 
3’Peflin 
RFP_Xba 
EcoRI 
XbaI 
300 AS Retransformation 
in E.coli GM2163: 
mRFP - Vektor; T4 
Ligation 
RFP-AKR 5’AKR 
mRFP_EcoRI 
3’AKR 
mRFP_Xba 
EcoRI 
XbaI 
323 AS mRFP - Vektor; T4 
Ligation 
Peflin pcDNA3.1(-) 
 
5’PefpcDNAEc
o 
3’PefpcDNAKp
nI 
EcoRI 
KpnI 
300 AS pcDNA3.1(-) - 
Vektor; In-Fusion 
Ligation  
mRFP C2 5’mRFP Nhe 
3’mRFP 
BamHI 
NheI 
BamHI 
660 AS In-Fusion Ligation 
GFP-TRPN1  XhoI 
KpnI 
 pEGFPC1 Vektor; 
bereits im Institut 
vorhanden 
gewesen 
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9.2 Verwendete Primer 
Tabelle 9.6 Primer für Yeast two-Hybrid Konstrukte 
Name Sequenz 
5’N_PGBKT7_InFu 
 
        pGBKT7    EcoRI        5‘TRPN1 
CATGGAGGCCgaattcATGTCACTTCAGGATTG 
3’N_PGBKT7_InFu         pGBKT7    EcoRI        3‘TRPN1 
GGATCCCCGGgaattcTTAGGTCCGAGCCAGAAC 
Tabelle 9.7 Primer für potenzielle Interaktionsproteine 
Name Sequenz 
S3-72 5’pr_HindIII       HindIII 
CGaagcttCATGGATCTGCCACTTAGTT 
S3-72 3’pr_KpnI       KpnI 
CGggtaccTTAGAGAAGCCGGGTTGT 
5’xPeflinE204A  
GGCTCCATTAATCAAGGAgcgTTGCATCAAGCTCTGTG 
3’xPeflinE204A  
CACAGAGCTTGATGCAAcgcTCCTTGATTAATGGAGCC 
5’PeflinE137A  
GGCTATATTTCCTTAAAGgcgCTGAAGCAAGCACTGGTC 
3’PeflinE137A  
GACCAGTGCTTGCTTCAGcgcCTTTAAGGAAATATAGCC 
Peflin 5‘Hind       HindIII 
CGaagcttCAATGGCGAGTTATCCGTAC 
3’ EF5-trunc-kpn      KpnI 
CGggtaccTTATTTCTCTCGAAAGGC 
5‘ N-trunc Pef       HindIII 
CGaagcttCAGCTTTCTCATGGTTTCAG 
5’pef EF3-5 HindIII       HindIII 
CGaagcttACCAATGGAGAAACCTGTTC 
3’pefEF1-2KpnI       KpnI 
GCggtaccTCATTGGATGAATCTCCA 
S3-10-5’pr EcoRI         EcoRI 
CGgaattcCGAAGAGTTGGACACGGCG 
S3-10 3’pr BamHI      BamHI 
CGggatccTTAGCGGAAATAATTGGG 
5’AKR_GFP2_InFu                        EcoRI 
CTCAAGCTTCgaattcGAAGAGTTGGACACG 
3’AKRd75AS_InFu                        EcoRI 
GTCGACTGCAgaattcTTACCCGTATGTCTC 
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3’AKRd140AS_InF                                           EcoRI 
CTGAGGCAACTGGGATAAgaattcGCAGTCGAC 
S3-34 5‘prEcoRI       EcoRI 
CGgaattcCGTGAATATTACTGATTTG 
S3-34 3‘prBamHI       BamHI 
CGggatccTCAAGCCTTGGATGTTCC 
S3-77 5’pr_HindIII       HindIII 
CGaagcttCAGTGGGTCGGATGAAAGTA 
S3-77 3’pr BamHI       BamHI 
CGggatccTTACATTTCCCCGCACTG 
S4-1 5’pr_EcoRI       EcoRI 
CGgaattcCGCAACAGTAGTGTTTGTT 
S4-1 3’pr_BamHI       BamHI 
CGggatccTCAATAGTCTTCAACAGG 
S4-16 5’pr HindIII       HindIII 
CGaagcttCATCGTCTCCTCCTCTACAC 
S4-16 3’pr BamHI       BamHI 
CGggatccCTAGTGTAAATAATCCGC 
Tabelle 9.8 Primer für GST-Fusionsproteine 
Name Sequenz 
5’TRPN1_NII_GST      EcoRI 
CGgaattcTAATGTCACTTCAGGATTGT 
3’TRPN1_NII_GST      HindIII 
CGaagcttCTAATCTGCTCGACCTCTCTC 
3’TRPN1_NII_new      HindIII 
CGaagcttCTAGGTCCGAGCCAGAACATT 
3’NII_2ank_Hind      HindIII 
CGaagcttTTACTTGTCCGGGGTCAG 
5’TRPN1 N2-6ank 
Eco 
    EcoRI 
CggaattcTAACCCCGGACAAGGACGGC 
5’TRPN1_CII_GST       EcoRI 
CGgaattcTAAGTGACACTTACCAGCGA 
3’TRPN1_C_GST      HindIII 
CGaagcttCTAAGTGCTAAATTTCCC 
5’CII_trunc_EcoRI       EcoRI 
CGgaattcTAGGAAAATTGTGCTCGGCA 
Tabelle 9.9 Primer für KoIP-Konstrukte 
Name  Sequenz 
5’CII_VSV_pRSSP          XhoI   Kozak      TRPN1 
GCCctcgagccaccATGAGTGACACTTACCAGCGA 
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5'N2ankpRSSP          XhoI   Kozak     TRPN1 
GCCctcgagccaccATGTCACTTCAGGATTGT 
3'N2ankVSVpRSSP      KpnI                VSV                                             TRPN1           
gcggtaccCTActttcccagcctgttcatctcaatatccgtgtaCTTGTCCG
GGGTCAGCCT 
Tabelle 9.10 Primer für Konstrukte der immunzytochemischen Versuche 
Name Sequenz 
5’Peflin RFP_Ec       EcoRI 
CGgaattcATGGCGAGTTATCCGTAC 
3’Peflin RFP_Xba      XbaI 
CGtctagaTTAGAGAAGCCGGGTTGT 
5’AKR mRFP_EcoRI      EcoRI 
CGgaattcGAAGAGTTGGACACGGCG 
3’AKR mRFP_XbaI      XbaI 
CGtctagaTTAGCGGAAATAATGGGG 
5’mRFP Nhe           RFP                  NheI                  RFP 
GAACCGTCAGATCCgctagcATGGCCTCCTCCGAG 
3’mRFP BamHI           RFP                          BamHI      RFP 
CAATTATCTAGATCCGGTggattcGAATTCGAAGCTTGAC
GTCG 
5‘PefpcDNAEco           Peflin                 EcoRI   Kozak  pcDNA3.1 
TGCTGGATATCTGCAgaattcgccaccATGGCGAGTTATCCG 
3’PefpcDNAKpnI           Peflin                  KpnI                pcDNA3.1 
GTTTAAACTTAAGCTTggtaccTTAGAGAAGCCGGG 
 
Danksagung 
XI 
 
Danksagung 
Mein besonderer Dank richtet sich an Herrn Prof. Dr. rer. nat. Stefan Gründer 
für die freundliche Aufnahme an seinem Institut sowie seine stetige Bereitschaft 
zu konstruktiven Diskussionen und die Ermöglichung der Umsetzung vieler 
neuer Ideen. 
Für die zuverlässige Unterstützung bei der Umsetzung des Projekts, sein 
fortwährendes Engagement und die intensive Betreuung möchte ich mich 
ausdrücklich bei Herrn Dr. Dominik Wiemuth bedanken. 
Herrn Prof. Dr. med. Marcus Möller danke ich für die Übernahme des 
Koreferats sowie Herrn Prof. Dr. rer. nat. Bernhard Lüscher für die Übernahme 
des Prüfungsvorsitzes. 
Den Doktoranden und Doktorandinnen des Lehrstuhls gilt mein Dank für die 
freundliche Aufnahme und kompetente Unterstützung. Weiterhin danke ich allen 
Mitarbeitern und Mitarbeiterinnen des Instituts, insbesondere Frau Adrienne 
Oslender-Bujotzek und Frau Monika Wirtz, für das Erlernen neuer 
Arbeitstechniken, ihre ständige Hilfsbereitschaft und das gute Arbeitsklima.  
  
Erklärung § 5 Abs. 1 zur Datenaufbewahrung 
XII 
 
Erklärung § 5 Abs. 1 zur Datenaufbewahrung 
 
Hiermit erkläre ich, dass die dieser Dissertation zu Grunde liegenden 
Originaldaten  
- bei mir, Lena van de Sandt, Gartenstraße 32, 52064 Aachen 
 
und 
 
- im Institut für Physiologie, RWTH Aachen 
 
 
hinterlegt sind. 
 
Eidesstattliche Erklärung gemäß § 5 Abs. (1) und § 10 Abs. (3) 12. der 
Promotionsordnung 
 
XIII 
 
Eidesstattliche Erklärung gemäß § 5 Abs. (1) und 
§ 10 Abs. (3) 12. der Promotionsordnung 
 
Hiermit erkläre ich, Frau Lena van de Sandt, an Eides statt, dass ich folgende in 
der von mir selbstständig erstellten Dissertation „Potenzielle 
Interaktionsproteine des mechanosensitiven Ionenkanals TRPN1“ dargestellten 
Ergebnisse erhoben habe:  
Durchführung sämtlicher dargestellter Experimente, sowie deren statistische 
Auswertung.  
Bei der Durchführung der Arbeit hatte ich folgende Hilfestellungen, die in der 
Danksagung angegeben sind: 
A. Dr. Dominik Wiemuth: Betreuung sämtlicher experimenteller Arbeiten, 
Korrektur der Dissertation  
B. Doktorvater Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Stefan Gründer: Experimentdesign und 
-überwachung, Korrektur der Dissertation 
 
Lena van de Sandt 
 
Als Betreuer der obigen Dissertation bestätige ich die Angaben von Frau Lena 
van de Sandt 
 
Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Stefan Gründer 
 
Lebenslauf 
XIV 
 
Lebenslauf 
  PERSÖNLICHE ANGABEN  
Geburtsdatum/-ort: 22. März 1986 in Goch 
Nationalität:   deutsch 
  AUSBILDUNG 
2009 – 2014 Promotion am Institut für Physiologie, RWTH Aachen 
2005 – 2012 RWTH Aachen, Studium der Medizin 
1996 – 2005 Konrad-Adenauer-Gymnasium Kleve  
1992 – 1996 St. Martinus Grundschule Griethausen, Kleve 
  BERUFSPRAKTISCHE ERFAHRUNG 
Seit 11/2012 Assistenzärztin in der Abteilung für Innere Medizin und 
Intensivmedizin, St. Antonius Hospital Eschweiler 
2011 – 2012 Praktisches Jahr 
1. Tertial: Wahlfach Anästhesie 
Anästhesiologie, Intensiv- und Notfallmedizin, 
Universitätsklinikum Aachen 
2. Tertial: Innere Medizin 
Innere Medizin, Kantonsspital Luzern, Schweiz  
Nephrologie, Health Science Center St. John’s, Kanada  
3. Tertial: Chirurgie 
Allgemein- und Viszeralchirurgie, Gefäßchirurgie, 
Unfallchirurgie, Universitätsklinikum Aachen  
01/2011 Famulatur Neurologische Poliklinik, Universitätsklinikum 
Aachen  
03/2010 Famulatur Internistische Notaufnahme, Universitätsklinikum 
Aachen 
06/2009 Famulatur Gastroenterologie, Prince of Wales Private 
Hospital Sydney, Australien  
03/2008 Famulatur Kardiologie, Allgemeines Krankenhaus Wien, 
Österreich  
08/2007 Famulatur Unfallchirurgie, Klinikum Konstanz  
